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TABELA DE ABREVIATURAS

5-HT - 5-hidroxi-triptamina, serotonina

ACh - acetilcolina

AChE - enzima acetilcolinesterase

ADI - area de interesse

AKT - proteinocinase B (AK strain transforming retrovirus)
AMP-ciclico - adenosina-monofosfato ciclico
ANOVA - analise de variancia

ATPase - adenosina trifosfato fosforilase

BDNF - fator de crescimento derivado do encéfalo
BSA - bovine serum albumin

BuChE - butirilcolinesterase

CA1l - corno de Ammon 1

CAS - corno de Ammon 3

CD - corno dorsal

CGRP - peptideo relacionado ao gene da calcitonina
CV - corno ventral

DAB - 3,3-diaminobenzidina

DNA - 4cido desoxi-ribonucléico

DO - densitometria 6ptica

DTNB - acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzdico)
GABA - acido gama-aminobutirico

GFAP - proteina acida fibrilar glial



GH - hormonio do crescimento

GPC - geradores de padréo central de locomocéao
IECA - inibidor da enzima conversora de angiotensina
IGF-1 - fator de crescimento semelhante a insulina 1
IGFBP - proteina ligante do IGF

IL-6 - interleucina 6

IRS - substrato do receptor da insulina

JC - jovem corredor

JE - jovem escalador

JNM - jung&o neuromuscular

JS - jovem sedentario

MGF - mecanofator de crescimento

MHC (myosin heavy chain) - cadeia pesada da miosina
MN - motoneurdnios

MTOR - proteina-alvo da rapamicina de mamiferos
NE - norepinefrina

NGF - fator de crescimento neural

NMDA - N-metil D-aspartato

p75-NGFR - receptor de baixa afinidade do fator de crescimento neural
PAP - peroxidase anti-peroxidase

PBS - tampé&o fosfato salino

PI3-K - fosfatidilinositol-3 cinase

PKA - proteinocinase A

RGB - red, Green and blue



RNA - &cido ribonucléico

SARM - moduladores de receptores especificos de androgénios
SNC - sistema nervoso central

TEM - teste de esforco maximo inicial

TGF - fator de crescimento transformante

TIFF - tagged image file format

VC - velho corredor

VE - velho escalador

VO2max - consumo maximo de oxigénio

VS - velho sedentério



Apresentacao

No mundo atual, o envelhecimento da populacdo tem aumentado a
necessidade de compreender-se 0s processos biologicos e patoldgicos que
acompanham o aumento do tempo de vida. Fendmenos deletérios antes
percebidos como inexoraveis tornaram-se objeto de estudo, revelando,
frequentemente, possibilidades de intervencdo, prevencdo, ou retardo em sua
evolucdo. A melhoria dos cuidados nas doencas cardiovasculares e no cancer,
que sdo as principais causas de morbimortalidade na maioria das sociedades
industrializadas, aumentou a prevaléncia das doencas do idoso e o
reconhecimento de novas sindromes geriatricas, especialmente aquelas que
afetam a qualidade de vida, a autonomia, a personalidade e a memaria. Do ponto
de vista coletivo, a crescente demanda por servicos de saude voltados a
populacdo idosa é um efeito colateral benéfico do progresso que, no entanto,
desafia a capacidade da parcela economicamente ativa de gerar riqueza e manter

bem-estar social.

Como as alteracbes de saude relacionadas ao envelhecimento assumem
importancia crescente, foram objeto desta tese a descricdo de alguns fendbmenos
do envelhecimento, usando-se o rato albino Wistar como modelo de estudo. A
primeira parte, voltada ao efeitos de diferentes modalidades de exercicio no
sistema locomotor, descreve modificagdes encontradas nos musculos do membro

posterior e na medula espinhal. Na segunda parte, complementar, aproveitou-se



0S mesmos animais para abordar os efeitos de diferentes modalidades de

exercicio no sistema nervoso central, especificamente sobre a gliose hipocampal.

Para fins de simplificacdo, o termo "musculo” sera tratado como sinénimo
de musculo estriado esquelético, ja que os outros tipos histolégicos (musculos liso
e estriado cardiaco) ndo serdo aqui abordados. O termo "idoso" serd sempre
usado para humanos, sendo o adjetivo "velho" utilizado de forma ampla, quando

referindo-me a humanos ou a outras espécies animais.



PRIMEIRA PARTE

Treinamentos Resistido ou de Endurance em ratos adultos jovens e velhos: efeitos

sobre os musculos dos membros posteriores e medula espinhal lombar



Resumo

Ratos Wistar machos adultos jovens (6 meses) e velhos (24-25 meses)
foram alocados em treinamentos de endurance (corrida em esteira) ou resistido
(escalada em grade) durante 6 semanas e comparados a controles sedentarios
(n=6). Ao final, musculos dos membros posteriores (séleo e gastrocnémio) foram
analisados por histogramas e atividade total da enzima acetilcolinesterase (AChE).
Na medula espinhal lombar, motoneurénios (MN) foram contados, bem como
astrocitos da substancia cinzenta marcados com GFAP. Densidades Opticas foram
medidas nos cornos ventral (CV) e dorsal (CD) para CGRP-ir (MN e CD), AChE e
5-HT-ir (CV e CD). Para histogramas, dados foram analisados usando-se
MANOVA e post hoc de Tukey. Os demais dados foram analisados usando-se
ANOVA de 1 via e post hoc de Duncan. Resultados: histogramas de ratos jovens
mostraram perfis de distribuicdo distintos apds corrida (predominancia de fibras de
médio diametro) ou escalada (predominéncia de fibras de grande diametro) no
musculo gastrocnémio, mas ndo no soleo. O perfil de predominancia de fibras de
pequeno diametro observado em ratos velhos sedentarios foi igualmente revertido
por corrida ou escalada, mas ratos velhos apresentaram limitado aumento de
fibras de maior didmetro. Tanto corrida quanto escalada diminuiram a atividade da
AChE muscular. A medula espinhal de animais velhos apresentou menor nimero
de MN e aumento do numero de astrocitos. Tanto corrida quanto escalada
reduziram a astrogliose no CV, mas ndo no CD. Ratos velhos mostraram aumento
da CGRP-ir em MN, mas nenhum treinamento alterou a CGRP-ir em MN ou no

CD. Tanto corrida quanto escalada aumentaram a AChE no CV em todos os



grupos treinados. A escalada diminuiu AChE no CD e 5-HT-ir no CV. Nos ratos
jovens, a corrida elevou 5-HT-ir no CD, mas ndo nos ratos velhos. Estes
resultados sugerem que distintas modalidades de exercicios crénicos evocam
diferentes respostas de neurotransmissores na medula espinhal em diferentes

idades.

Palavras-chave: envelhecimento, medula espinhal, CGRP, astrocitos, GFAP,
exercicio, treinamento de endurance, treinamento resistido, musculo,

acetilcolinesterase.

Abstract

Young (6 months) and aged (24-25 months) male Wistar rats were assigned
to endurance training (ET - treadmill running) and resistance training (RT - grid
climbing with increasing weights) during 6 weeks and compared to sedentary
controls (n=6). At the end, hindlimb muscles (soleus and gastrocnemius) were
analysed by histograms and total AChE activity. In the lumbar spinal cord,
motoneurons (MN) were counted, as well as gray matter's GFAP-labeled
astrocytes. Optical densities were measured in the ventral (VH) and dorsal (DH)
horns for CGRP-ir (MN and DH), AChE staining and 5-HT-ir (VH and DH). Data
from histograms were analysed using MANOVA and Tukey’'s post hoc. The
remaining data Weir analysed using ANOVA and Duncan’s post hoc. Results:
gastrocnemius, but not soleus, muscle histograms in young rats showed distinct
fiber distribution profiles under ET (toward medium-diameter fibers) and RT

(toward large-diameter fibers). The predominance in small-diameter muscle fibers
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in aged rats was similarly reversed by ET and RT, but aged rats presented limited
increase in large-diameter muscle fibers. Both ET and RT decreased muscle AChE
activity. The aged spinal cords presented MN loss and greater astrocyte numbers.
Both ET and RT reduced astrogliosis in VH, but not in DH. The aged rats displayed
elevated CGRP-ir in MN, and neither ET nor RT altered CGRP-ir in MN or DH.
Exercise (ET and RT) markedly increased AChE staining in VH in all groups. RT
decreased AChE in DH and 5-HT-ir in VH. In young rats, running elevated 5-HT-ir
in the DH. These results suggest that different chronic exercise modalities and age

evoke distinct spinal cord neurotransmitter responses.

Key words: aging, spinal cord, CGRP, astrocytes, GFAP, exercise, resistance

training, endurance training, muscle, acetylcholinesterase.
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1. Introducéo

1.1 A Sarcopenia

Nos mamiferos de idade avancada, a perda involuntaria e progressiva de
massa muscular que ocorre durante a senescéncia é o fator mais importante
relacionado a diminuicdo de forca muscular esquelética. O fendbmeno, denominado
sarcopenia (do grego "sarx", carne e "penia”, falta de) foi proposto em 1989 por
Irwin Rosenberg, para descrever a perda de massa muscular associada ao
envelhecimento [1,2]. Desde entdo, € formalmente definido como as perdas de
massa muscular esquelética e de forga que ocorrem com o envelhecimento [3]. A
sarcopenia, hoje, é considerada uma sindrome geriatrica grave. Ela acarreta
progressivos declinios da for¢a e da funcionalidade, com um amplo alcance,
medido em termos de morbidade [4], incapacidade, altos custos de cuidados
médicos [5] e mortalidade [6]. E um fendmeno prevalente na populagéo idosa [7,
8], com multiplos fatores contribuintes. Nestes incluem-se o préprio processo de
envelhecimento, influéncias do periodo de juventude, dieta ndo ideal, restricdo ao
leito ou estilo de vida sedentério, doencas cronicas e certos tratamentos
farmacolégicos (vide Quadro 1) [9-11]. Como resultado, a sarcopenia gera
aumento do risco de quedas e fraturas, sequelas e incapacidades, diminuicdo da
tolerancia ao exercicio e da habilidade para atividades cotidianas, perda de

independéncia e aumento do risco de morte [12-17].
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O recente Consenso Europeu em Sarcopenia recomenda, para seu
diagnéstico, a presenca tanto de diminuicdo da funcdo muscular (forca ou
desempenho) quanto de diminuicdo da massa muscular. A sindrome, entdo, pode
ser considerada "primaria” (apenas relacionada ao envelhecimento) ou, na maioria
das vezes, de etiologia multifatorial [18]. Sua prevaléncia na populacao entre 60 e
70 anos é de 5-13%, chegando a 50% apos os 80 anos. O numero de pessoas no
mundo com idade de 60 anos ou mais foi estimado em 600 milhdes no ano 2000,
um numero que se espera aumentar para 1,2 bilhdes em 2025. Mesmo em uma
previsado conservadora, a sarcopenia afeta hoje mais de 50 milhdes de pessoas, e
esta populacdo aumentara para mais de 200 milhdes nos proximos 40 anos

[18,19].

QUADRO 1: Mecanismos de sarcopenia (por causa) [18]

Sarcopenia primaria Relacionada ao envelhecimento, excluidas

outras causas

Sarcopenia secundaria Relacionada a inatividade (restricao ao leito,
estilo de vida sedentario, descondicionamento,

condicdo de auséncia de gravidade)

Sarcopenia relacionada a doencas Relacionada a faléncia de érgéos (coracao,
pulmao, figado, rim, encéfalo), doencas
inflamatérias, neoplasias ou doencas

endocrinas. ]

Sarcopenia relacionada a desnutricdo Resulta de ingesta inadequada de energia e/ou

proteinas, como na malabsorcao, disturbios
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gastrointestinais e uso de medicacdes

anorexigenas.

1.2 Obesidade sarcopénica

Sabe-se que um adulto normal pode esperar ganhar aproximadamente 0,45
kg de gordura, e perder cerca de 0,23 kg de massa muscular por ano, entre 30 e
60 anos de idade [20]. Com o envelhecimento, tanto a gordura intramuscular
guanto a gordura visceral aumentam, enquanto a gordura subcutanea diminui [21-
23]. Envelhecendo, ou sob condigdes como neoplasias ou doengas autoimunes,
perde-se massa muscular enquanto a gordura corporal total pode ser mantida ou
até aumentada. Neste estado, chamado de obesidade sarcopénica, a reducéo da
massa muscular ocorre independentemente do indice de massa corporea,
mascarada pelo peso corporal estavel [24,25]. Estima-se que aproximadamente
30% dos homens e 10% das mulheres com idade maior que 80 anos apresentem
obesidade sarcopénica [26,27], que pode, ainda, ser agravada pela infiltracdo
gordurosa do musculo e substituicdo de fibras musculares por tecido adiposo, que

diminuem a capacidade e a qualidade funcional do musculo [28,29].

1.3 A Sarcopenia como Componente de Outras Sindromes Geriatricas

A sarcopenia deve ser distinguida de outras sindromes nas quais ela

representa parte importante do quadro clinico, principalmente a sindrome de
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fragilidade do idoso, ou simplesmente fragilidade, e da caquexia. A fragilidade
consiste em uma sindrome geriatrica resultante de declinios cumulativos entre
multiplos sistemas fisiolégicos, com diminuicdo da reserva homeostatica e
reduzida capacidade de adaptacao do organismo, aumentando a vulnerabilidade a
desfechos adversos, isto €, quedas, hospitalizacdo, institucionalizacdo e morte
[30,31]. A sindrome de fragilidade caracteriza-se por perda de peso involuntaria,
diminuicdo da massa e da forca muscular, exaustdo, alteracdo da marcha e do
equilibrio, anorexia, perda de peso progressiva [31,32]. Fragilidade e sarcopenia
frequentemente coexistem; a maioria dos idosos frageis tem sarcopenia, e idosos
de idade mais avancada com sarcopenia tendem a evoluir para a fragilidade. A
concepcao geral da fragilidade, no entanto, transcende critérios de desempenho
fisico e locomotor, incluindo também dimensdes cognitivas e sociais, 0 suporte

social e fatores ambientais [30,32].

Analogamente, a sarcopenia é um dos elementos para definicdo
diagnostica da caquexia [33]. Caquexia (do grego, "cac", ruim, "hexis", condi¢édo) é
uma sindrome frequentemente reconhecida em adultos mais velhos com perda
ponderal significativa acompanhando estados moérbidos como neoplasias,
cardiomiopatias graves, doencas renais ou hepaticas avancadas [34]. A caquexia
€ definida como uma sindrome metabdlica complexa, associada a doenca
subjacente, e caracterizada por perda de massa muscular associada ou nao a
perda de gordura [33], devidas a inflamag&o, resisténcia a insulina, anorexia e

catabolismo protéico aumentado [35,36]. Deste modo, encontra-se que a maioria
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dos individuos caquéticos sdo também sarcopénicos, mas nem todos o0s

sarcopénicos sao caquéticos [18].

1.4 O envelhecimento muscular

O envelhecimento do musculo estriado esquelético € um fendmeno
complexo, que consiste em varias alteracOes fisiologicas e morfolégicas. Nos
humanos, tais alteracbes tendem a ser menores nos musculos de membros
superiores e mais graves nos inferiores. No envelhecimento muscular, observam-
se alteracbes na qualidade das fibras musculares, na efetividade neural, no
controle fino do equilibrio e na diminuicdo das aferéncias sensitivas e motoras
[37]. Como jé& foi dito, ocorre substituicdo de fibras musculares por tecido adiposo
e fibrético com diminuicdo da sintese protéica, ocasionando reducao da forca e
eficiéncia muscular [32]. Alteracbes complexas e interdepentes incluem diminuigéo
de sintese protéica miofibrilar, de forca de contracdo, de capacidade de oxidagao
aerdbia, da capacidade de estiramento da fibra e da capacidade de responder a

contragdo muscular com um aumento do volume sangiineo disponivel [18].

Uma perda de motoneurdnios e consequente desnervagao na juncgao
neuromuscular ocorre de forma desigual entre diferentes grupos musculares,
acometendo preferencialmente fibras do tipo Il (fibras de contracdo rapida - vide

adiante), causando atrofia nesta populagéo [38-41].
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Alteracbes enddcrinas também ocorrem no envelhecimento muscular,
verificando-se aumento da resisténcia insulinica e diminuicdo dos niveis séricos de
horménios importantes para a manutencdo da massa muscular, como o hormdnio
do crescimento e fatores de crescimento semelhantes a insulina, discutidos
adiante. O estresse oxidativo acumulado durante toda a vida se acompanha de
uma diminuicao de defesas anti-oxidantes. A fungcdo mitocondrial no musculo piora
[42-44], pois 0 estresse oxidativo leva a mutacbes do DNA mitocondrial,
resultando em mitocondrias defeituosas, que reduzem a eficiéncia de contracéo,
que é particularmente sensivel a este fenbmeno [44]. Tanto o consumo de
oxigénio quanto o consumo maximo de oxigénio (VO2 max) também decrescem
com a perda de massa muscular [45,46] e isto pode gerar uma percepcao de
maior gasto energético em baixos niveis de trabalho em individuos sarcopénicos
fisicamente treinados [47]. Um estado inflamatdrio permanente também presente
no musculo velho contribui para o catabolismo protéico muscular. Niveis elevados
de interleucina 6 (IL-6) ja foram sugeridos como preditores de declinio funcional
acelerado em idosos, por meio da perda da massa e principalmente da forca

muscular [32].

Os musculos sao, também, uma reserva de proteinas corporeas, e podem
ofertar substrato energético e aminoacidos para a sintese protéica, além da
metabolizacdo de uma série de hormonios e da producdo de mecanofatores de
crescimento (ver adiante) [37]. Um importante componente no declinio funcional
muscular do envelhecimento envolve a sinalizagdo dos horménios do crescimento

(GH) e fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1). As mudancgas que
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ocorrem nas secrecbes de GH e IGF-1 durante o envelhecimento sé&o
acompanhadas de perda progressiva da massa muscular, bem como da perda de
densidade Ossea [48]. No musculo, o GH promove crescimento somatico e
desenvolvimento [49], e age sobre o metabolismo de carboidratos e lipideos
[50,51]. O GH também promove a fusdo de células precursoras miogénicas em
miofibras, sendo para isso necessaria a ativacdo de fatores nucleares
independentemente do IGF-1 [52]. Niveis circulantes de GH declinam
progressivamente apd6s os 30 anos de idade, em uma taxa de 1% ao ano [53],
havendo uma relacdo inversa significativa entre os niveis maximos de GH e o

indice de massa corporal [54-56].

O GH ativa diretamente seus receptores [49], ou age indiretamente através
do IGF-1 [57], que é produzido principalmente no figado, em resposta a
estimulacao por GH [58]. O fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1)
também é produzido por uma variedade de tipos celulares na maioria dos tecidos
sendo, provavelmente, o mais importante mediador do crescimento osteomuscular
[59]. Ao contrario do GH, niveis séricos de IGF-1 séo estaveis e sem variabilidade
significativa entre individuos saudaveis [60]. O envelhecimento € associado com
decréscimos nos niveis séricos de IGF-1, bem como no contetdo e fosforilagdo de
seus receptores no musculo [61]. Ainda, a sintese de DNA em fibroblastos e a sua
resposta proliferativa ao IGF-1 diminuem com a idade, modificando a integridade

do tecido conjuntivo muscular [62].
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Os IGF's 1 e 2 sédo polipeptideos de cadeia Unica, que tém uma estrutura
secundaria semelhante, com trés alfa-hélices e trés pontes dissulfeto [63]. Em
roedores, o IGF-2 predomina durante a vida fetal, enquanto o IGF-1 é considerado
um fator de crescimento do adulto. Este padrdo ndo é observado em humanos, ja
que ambos ligantes sdo produzidos em multiplos tecidos ao longo da vida,
consistentemente com o conceito de que possuem papéis diversos na fisiologia
humana [64]. A producdo de IGF-1 e IGF-2 pelo musculo é dependente do
estiramento e da sobrecarga, estando diminuida nos idosos [65]. O IGF-1 possui,
pelo menos, duas isoformas obtidas por processamento diferencial do RNAm. O
IGF-1Ea, produzido tanto no figado quanto nos tecidos musculares, foi a primeira
isoforma descoberta, e frequentemente é referido como tipo hepatico, ou IGF-1
sistémico. Os IGF's -1Eb (forma dos roedores) e IGF-1Ec (forma humana) sao
produzidos principalmente no tecido muscular esquelético, e sdo usualmente
referidos como mecanofatores de crescimento (MGF's) [66]. Ao contrario dos
MGF's, o IGF-1 hepatico é glicosilado, e esta modificacdo o protege da protedlise,

conferindo-lhe uma meia-vida mais longa [60].

A influéncia do IGF-1 sobre o envelhecimento muscular pode ser
constatada na pratica, pois IGF-1 exdégeno é capaz de estimular um aumento das
enzimas oxidativas e da resisténcia a fadiga [67]. Um recente estudo propectivo de
8 anos conduzido em homens idosos [68] mostrou que a maior bioatividade de
IGF-1 circulante foi associada a melhor sobrevida geral, enquanto individuos com
baixos niveis de IGF-1 apresentavam um aumento (de 1, 8 vezes entre quartis

mais baixo e mais alto) no risco de morrer. Outro estudo mostrou que niveis de
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RNAmM's de IGF-1 e IGFBP5 no musculo jovem em repouso séo cerca do dobro

daqueles encontrados no musculo velho [69].

No envelhecimento, observa-se, ainda, um aumento da expressao da
proteina muscular miostatina. Esta proteina diminui a atividade de células satélites
(mioblastos), por inibir a sintese de DNA e a proliferacdo celular [70], e
contrabalancar a estimulacdo pelo GH da sintese protéica e ativacdo de células
satélites [71]. A desregulacdo da via IRS/PI3-K/AKT parece ser particularmente
relevante para o desenvolvimento da perda muscular, pois estudos in vitro
implicam esta via no controle do crescimento de miécitos e da massa muscular
[72]. A inibicdo de PI3-K ou da AKT previne os efeitos anabdlicos do IGF-1 em
células em cultura [73]. O déficit de ativacéo pelo IGF-1 em ratos velhos tem sido
demonstrado associado a uma reduzida atividade da via IRS-1/PI13-K [74].
Analogamente, hiperativagdo da AKT leva a hipertrofia muscular in vivo [75]. No
nivel molecular, o crescimento de midcitos € interpretado como sendo dependente

da sinalizagcdo de MTOR e GSK-3, induzida pela AKT [76].

1.5 O Exercicio Fisico e Outras Terapias para a Sarcopenia

Varias estratégias tém sido propostas para prevenir, reverter ou diminuir a
perda funcional do sistema muscular que ocorre no envelhecimento. Além dos
exercicios fisicos, tratamentos experimentais para combater a sarcopenia
envolvem a reposi¢do exdgena de hormdnios anabdlicos, como a testosterona,

estrogenos e horménio do crescimento (GH); interven¢des nutricionais, como a
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leucina, a vitamina D e a creatina; e farmacos, como os inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA) e agentes antimiostatina. Novos agentes como
os moduladores da miostatina e de receptores especificos de androgénios

(SARMSs) ainda encontram-se em fases iniciais de teste de seguranca e eficacia.

1.5.1 Estratégias Nutricionais

Existe razoavel consenso de que o aminoacido essencial leucina aumenta o
anabolismo protéico e diminui a quebra de proteinas [77]. Fontes de comida ricas
em leucina incluem grdos como a soja e o feijdo fradinho, e produtos animais
como carne vermelha e peixe. Suplementos aminoacidos que ndo contém
quantidades adequadas de leucina ndo estimulam a sintese protéica [78-80].
Produtos a base de carne contém mais aminoacidos essenciais que aqueles
baseados em vegetais, e ja sugeriu-se que adultos mais velhos deveriam ser
encorajados a comer uma dieta mais rica em carne magra ou consumir

suplementos de aminoacidos essenciais, particularmente se engajados em

treinamento resistido [81].

A vitamina D também vem sendo reconhecida como uma estratégia
potencial para intervengcdo na sarcopenia. Os mecanismos de a¢ao da vitamina D
no tecido muscular incluem efeitos genémicos que modificam a transcricdo génica
de RNAmM e a sintese protéica, e também efeitos ndo gendmicos rapidos,
mediados diretamente por receptores de superficie para a vitamina D em células

musculares [82]. Durante o envelhecimento, diminui a eficiéncia da pele em
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sintetizar vitamina D, bem como 0s rins tornam-se menos capazes de converté-la
a forma ativa [83]. Individuos idosos tém propenséo a deficiéncia de vitamina D, e
uma revisdo sistematica recente recomenda sua suplementacdo para auxiliar no
combate a sarcopenia, ao declinio funcional e ao risco de quedas. Alguns estudos
clinicos tém sido conduzidos em pacientes, em associacdo a outras formas de

prevencdo da sarcopenia, mas seus resultados ainda séo aguardados [84].

A fonte de creatina dietética primaria é a carne bovina, que é convertida a
creatinina (1 kg de carne contém 5 g de creatina). O monoidrato de creatina ja foi
considerado um potencial agente ergogénico, devido a sua a¢ao tamponadora do
acumulo de prétons, e por aumentar as concentracdes musculares de
fosfocreatina necessérias para contracdes musculares de alta intensidade [85]. A
suplementacdo de creatina, combinada com o exercicio resistido, mostrou-se
efetiva para aumentar a forca em adultos idosos [86-88]. A creatina foi bem
tolerada, mas ndo ha dados de estudos de longa duragcdo. Como 0s mecanismos
de acdo da creatina ainda sdo pouco compreendidos, ensaios adicionais ainda

Sa0 necessarios.

1.5.2 Estratégias Farmacoldgicas

A testosterona e seus analogos vém sendo propostos ha varios anos como
agentes terapéuticos para a sarcopenia, com base em premissas fundamentadas
e efeitos intensos ja descritos sobre a massa muscular global, incluindo nos

jovens. Em homens, a testosterona biodisponivel diminui 2% ao ano, a partir dos
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30 anos [89-91]. Em mulheres, seus niveis caem rapidamente entre 20 e 45 anos
de idade [92]. Infelizmente, os resultados de ensaios de longa duracdo foram
desanimadores. A reposi¢cdo hormonal seria considerada uma abordagem ldgica,
mas resultou-se ndo recomendada para pacientes com sarcopenia, exceto
agueles com hipogonadismo, devido a intensidade de efeitos colaterais (retencéo
hidrica e de sodio, hipertensao arterial, dislipidemia e aumento do risco de cancer
gonadal) e baixos beneficios sobre o desempenho funcional, que néao
compensaram 0s riscos [93]. Os SARMs parecem mais promissores por
possuirem efeitos anabdlicos sobre o musculo esquelético, sem 0S mesmos

efeitos colaterais, porém ainda estdo em fase inicial de aplicacéo clinica [94].

De maneira analoga, ensaios com administracdo de GH recombinante
(rGH) em idosos ndo portadores de hipopituitarismo também ndo sustentaram seu
uso por baixa eficacia e intensos efeitos colaterais (resisténcia insulinica,
hiperglicemia, aumento do risco de neoplasia) [95]. Multiplos ensaios de reposicdo
de GH, com duracao de minima de 5 anos, mostraram que o GH protege contra os
declinios na forca muscular, na funcdo neuromuscular e na densidade 6ssea
relacionados ao envelhecimento em pessoas deficientes em GH (96-98).
Entretanto, em adultos com mais de 60 anos estes efeitos tornam-se ausentes,
sugerindo anormalidades na sinalizacdo GH/IGF-1 [99,100]. A Research Society in
the United States contraindica formalmente, hoje, o uso de rGH, sozinho, ou em
combinagdo com testosterona, estrogenos ou tibolona (um esteroide sintético com

propriedades tanto androgénicas, quanto estrogénicas e progestagenas) [101].
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Inibidores da ECA (IECAs) atuam sobre a presséao arterial, principalmente
através da supressdao do sistema renina-angiotensina-aldosterona, assim
prevenindo a formacdo de angiotensina Il, que age como um potente
vasoconstritor [102]. Além do controle da presséao arterial, IECAs também reduzem
a pré- e pos-carga cardiacas, melhorando a contratilidade miocardica [103]. IECAs
sdo mundialmente usados no tratamento da hipertensdo arterial sistémica e da
insuficiéncia cardiaca em idosos [104], e 3 estudos de coorte reportaram melhora
da composicéo corporal e funcionamento fisico associados ao uso de IECAs em
idosos e diminuicdo de quedas [105-108]. Os mecanismos pelos quais os IECAs
agem sobre o musculo sdo desconhecidos, mas a melhora no débito cardiaco e,
portanto, na perfusdo muscular, a diminuicdo de citocinas inflamatérias, melhora
da funcdo endotelial e uma modulagcédo positiva do IGF-1 parecem implicados
[109]. Além disso, IECAs sdo prescritos desde inicio dos anos 80, e sua
seguranca a longo prazo é comprovada. Assim, apesar dos mecanismos de agao
sobre 0 musculo permanecerem incertos, sao hoje considerados uma estratégia

segura adicional para melhorar a composi¢ao corporal em adultos idosos.

A miostatina € um membro da superfamilia do TGF-beta, conhecida como
regulador negativo da miogénese [110,111]. A sua acdo primaria € a diminui¢do
da ativacao e proliferacdo de células satélites musculares [112]. No momento, seu

uso experimental ainda é restrito a modelos animais.

24



1.5.3 Exercicio Fisico

Como foi apresentado anteriormente, o desenvolvimento e a progresséo da
sarcopenia sdo complexos e multifatoriais. Porém, ha um corpo de evidéncias
crescente que indica que a atividade fisica pode lentificar a perdas de massa
muscular e funcionais. Apesar da inatividade fisica agravar a perda de muasculo
esquelético, adultos mais velhos altamente ativos continuam a sofrer diminuicdo
do desempenho cardiovascular e da massa muscular ao longo do tempo [45,46],
aumentando a importancia do modo de atividade na preservacdo da massa
muscular. Dentre todas as terapias para sarcopenia ja citadas, aquela que
apresenta o melhor conjunto de resultados benéficos, tanto experimentais quanto
na pratica médica, envolve os exercicios resistidos (vide definicdes no Quadro 2)

[113-116].

Nos humanos, a atividade fisica cotidiana pode ser subdividida em 4
dominios temporais principais: no tempo livre, ocupacional, atividade de transporte
e a manutencao doméstica. Para o propdésito desta tese, sera abordada apenas a
atividade fisica de tempo livre, em que ha dedicacdo exclusiva ao exercicio.
Exemplificando o nivel de atividade necessario para compreender o foco desta
tese, tomaremos por base um estudo longitudinal [117] onde o tempo médio
dispendido em atividades fisicas moderadas a intensas foi reportado pelos
participantes do estudo como de 60 minutos ao dia. Exemplos de atividades
moderadas a intensas incluiram subida de escadas, corrida, ciclismo, ténis, esqui

e natacdo. Nenhuma destas atividades incluia treino resistido. Apesar deste nivel
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de atividade fisica atingir ou exceder as recomendacdes da American Heart
Association para exercicio cardiovascular [118] tal nivel de atividade nao foi

suficiente para manter a massa muscular ou diminuir a gordura corporal.

Nesta tese abordamos duas modalidades de exercicio, 0 treinamento de
endurance e o treinamento resistido. O treinamento resistido, por sua vez, pode
ser subdividido em duas estratégias: treinamento de forca (strength training) e
treinamento de poténcia (power training), este dltimo melhor compreendido
através do termo explosdo muscular. Nem todos os trabalhos de literatura
subdividem o treinamento resistido em for¢ca ou poténcia, o que frequentemente
gera a confusdo terminolégica (frequentemente, treinamentos de forca e resistidos
sdo referidos como sindnimos). No entanto, a separacdo entre treinamentos

resistidos de forca ou poder, at¢é o momento, é utilizada apenas em humanos,

sendo escassa em estudos com animais (para uma revisdo especifica, vide [183]).

QUADRO 2. Definicbes e Terminologia [183]

Forca muscular total de forca produzido por 1 esforgo méaximo

Endurance capacidade do musculo realizar contracdes
repetidamente

Poténcia muscular produto da forca pela velocidade

Exercicio movimento que objetiva utilizar grupos
musculares especificos, de grupamentos
musculares maiores
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Repeticao um movimento completo de um exercicio

Repeticdo maxima (RM) maxima carga que pode ser erguida por uma

repeticdo, com seguranca € movimento

apropriado

Série sequéncia de repeti¢bes continuas (por ex., 10
repetices/série)

Intensidade quantidade de peso erguido tanto como

percentagem de 1 RM (por ex., 70 % de 1 RM)
ou um numero especifico de repeticdes dentro

de uma série)

Frequéncia namero de dias por semana em que o exercicio
€ conduzido

Duracéo tempo de cada sesséo de exercicios

Volume soma da frequéncia, intensidade e duragéo

1.5.3.1 Treinamento de forca (Strength training)

Um numero crescente de estudos mostra que o treinamento de forca é
cada vez mais indicado para idosos, como uma maneira eficaz e segura de
melhorar a forca muscular e a capacidade funcional [119-121]. Este tipo de
treinamento busca a contracdo muscular concéntrica, ou encurtadora do
comprimento da fibra muscular, e pouco influencia a forca excéntrica (de aumento
no comprimento da fibra) [122,123]. Submetido a sobrecargas mais elevadas do
gue esta acostumado a suportar, 0 musculo sofre um aumento da sintese protéica,

e ganha tamanho e forca [120]. Mudancas na inervacdo e padrdo de ativacéo
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muscular também ocorrem com o treinamento, melhorando o desempenho motor
[124]. Uma revisdo sistematica [125] concluiu que a maioria dos programas
descritos como treinamentos de forca compreendem duracdes de 8-12 semanas,
com movimentos em 2-3 séries de 8-10 repeticdes para cada grupo muscular, a
65% da repeticdo maxima (1 RM), realizados 2-3 dias por semana. A maioria dos
estudos revisados mostrou aumentos na forca. Alguns destes estudos descrevem
mudancas limitadas em testes funcionais, como levantar da cadeira, a despeito do

aumento de forca.

Poder-se-ia assumir que o treino resistido que resultasse em melhoras na
forca e/ou poténcia também melhorariam o desempenho fisico. Uma recente
revisdo da base Cochran incluiu 121 ensaios, com 6.700 participantes, avaliando
treinos resistidos e a funcdo fisica [126]. Na maioria, o treino resistido progressivo
foi realizado 2-3 vezes por semana com alta intensidade. Os treinamentos
causaram uma grande melhora na forca muscular, porém uma pequena mas
significativa melhora na habilidade fisica. Foi observado apenas um aumento
modesto na velocidade de marcha, e uma melhora moderada a 6tima em erguer-
se de uma cadeira. Os autores concluiram que o treino resistido progressivo é
uma intervencdo efetiva para melhorar a forca e o funcionamento fisico de
pessoas idosas, incluindo o desempenho funcional de atividades simples ou
complexas. Porém, tal revisdo ndo abordou diferencas entre treino de forca ou
poténcia. Do ponto de vista préatico, idosos que treinam com carga sobre musculos
da coxa, comparados a nenhum treino, ganham forca no musculo quadriceps e

melhoram o tempo de caminhada [127].
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1.5.3.2 Treinamento de poténcia muscular (power training)

Como dito anteriormente, a poténcia muscular diminui com a idade
avancada num ritmo mais intenso que a forga, e resulta na capacidade diminuida
de produzir forca rapidamente [128,129]. Isto decorre da perda preferencial de
fibras rapidas e unidades motoras [130-133], e tem sido associado a um pior

estado funcional e a um maior risco de quedas [129,134-136].

Evidéncias indicam que a poténcia muscular tem maior impacto no
funcionamento fisico do que a forca [114-116]. A maioria dos estudos publicados
de treinamento de poténcia usam 3-4 séries, para cada grupo muscular, em
intensidades de 20%—-80% de 1 RM, 2-3 vezes por semana, por 8-16 semanas.
Todos estes estudos descreveram melhora importante da forca e poténcia
musculares, com alguns descrevendo também melhoras no funcionamento fisico
[129,134-138]. Ao contréario, 2 estudos randomizados comparando treinamentos
de forca e poténcia[115,138] mostraram melhoras similares de forca, porém
maiores ganhos de performance no treinamento de poténcia. Por outro lado,
outros ensaios [139,140] chegaram a melhoras similares em ambos. Estes dados
mostram a relagdo simbidtica entre as respostas fisiolégicas aos treinamentos
resistidos de forga e poténcia, enquanto o treinamento de poténcia promove tanto
ganho de forga quanto de poténcia. Analogamente, o treinamento de forga
melhora a forga muscular, mas ndo melhora a poténcia muscular a ndo ser que a

velocidade das contracBes seja muito alta [115]. Varias investigacdes recentes
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relataram que a funcionalidade motora humana, particularmente dos membros
inferiores, tem uma relacdo mais intensa com a poténcia muscular que com a
forca [141-144]. Para o musculo adquirir forca e poténcia, o treinamento resistido
necessita aumentar progressivamente a carga, para manter o numero de
repeticbes de uma sequéncia de exercicios. O American College of Sports
Medicine recentemente recomendou que exercicios resistidos tivessem um
aumento de carga de 2 a 10%, quando o individuo puder realizar a carga corrente
com 1-2 repeticbes além do nimero desejado [145]. Além disto, recomendam um
treinamento de poténcia muscular em 2 estagios de carga: o primeiro estagio € o
proprio treinamento de forga, e um segundo estagio consiste em cargas leves (0%
a 60% de 1 repeticdo maxima para membros inferiores; e 30 a 60% da RM para
membros superiores e tronco) realizado em velocidades de contragdo rapidas com
3-5 minutos de repouso entre mudltiplas sequéncias por exercicio (3-5
sequéncias). A aplicabilidade de modelos de treinamento resistido torna-se
complexa no uso de animais, pois a rapidez de execucédo de movimentos de carga
envolveria manipulagéo coerciva demais sobre os animais, tendo sido considerado
impraticavel o estabelecimento de um protocolo de treinamento resistido visando a
poténcia muscular. Por esta razdo, nesta tese, o tipo de treino resistido ndo pode
ser definido como de forga, poténcia ou forca e poténcia, pois a rapidez de
execucao da subida de grades de escalada n&do foi mensurada, e a carga sofreu
ascendéncia entre semanas de treinamento, e ndo dentro das proprias séries

realizadas.
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1.5.3.2 Treinamento de endurance

Nos atletas jovens bem treinados, o débito cardiaco é capaz de aumentar
rapidamente até 6 vezes o0s niveis de descanso durante atividade fisica intensa
[146]. O musculo cardiaco deve manter a circulacdo sanguinea nos estados de
repouso e demanda periférica elevada, como a desencadeada por exercicio.
Respostas adaptativas do coracdo ao treinamento de endurance incluem
bradicardia de repouso e de exercicio submaximo, e aumento na dimenséo
diastolica final. Isto leva a uma hipertrofia cardiaca ndo patologica, a melhoria da
funcdo ventricular e aumento da resisténcia cardiaca a lesfes isquémicas [147].
Isto fez do treinamento de endurance aquele mais aplicado historicamente, pelo
ganho cardiovascular em pacientes propensos a doenca arterial coronariana, além

do beneficio metabdlico hipolipemiante e de gasto calérico bruto.

Nos humanos, de maneira geral, o pico de desempenho de corrida de
endurance € mantido até os 35 anos de idade, sofrendo decréscimos modestos
até os 50 anos de idade, com redugfes mais acentuadas depois desta idade [148].
A magnitude do declinio tende a ser maior em mulheres que em homens [149-
151]. Este padrao é similar para atletas amadores ou de elite [149]. Isto ndo leva
em conta a evolugdo das técnicas nutricionais e de treinamento esportivo. Por
exemplo, em 2005, Kozo Haraguchi (Jap&o) conseguiu correr 100 m em 21.69 s, a
idade de 95 anos. Em 2003, Ed Whitlock (Canada) tornou-se a pessoa mais velha
da historia a correr uma maratona em menos de 3h, a idade de 73. Em alguns

eventos (como a maratona), atletas de mais de 70 anos tém superado os tempos
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da primeira olimpiada de Atenas [148]. Isto enfatiza a questdo geral de como o
desempenho no exercicio de endurance se modifica com a prética, ainda que sob

influéncia da idade.

Contraditoriamente a bem descrita perda prefencial de fibras de tipo Il no
envelhecimento, nos atletas, os declinios na capacidade de exercicio aerdbio
maximo sao consideravelmente maiores que aqueles observados para a poténcia
muscular "anaerobio”. Nos atletas, estas modificacdes de tipos de fibras sdo
relativamente pequenas ou inexistentes, mostrando que o exercicio precoce pode

ajudar a manter um fenétipo "jovem" no masculo [152-155].

Os trés principais determinantes fisiolégicos do desempenho de endurance
sdo a economia de exercicio (também chamada eficiéncia de exercicio), a
intensidade de exercicio na qual o consumo maximo de oxigénio pode ser
sustentado, tipicamente definido como limiar de lactato, e 0 consumo maximo de

oxigénio (VO2 maxima)[156,149].

A economia de exercicio € medida como o consumo de oxigénio durante a
realizacdo de um exercicio especifico submaximo, abaixo do limiar de lactato.
Entre atletas de endurance, a economia é um importante determinante do
desempenho, particularmente nos grupos homogéneos quanto a VO2 méaxima
[157]. A percentagem de fibras do tipo | € associada & economia de exercicio,
razdo provavel pela qual ela ndo se modifica muito em atletas idosos (masteres)

treinados em endurance [158-160]. Neste contexto, atletas idosos altamente
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treinados conseguem manter uma distribuicdo de fibras semelhante as dos atletas

jovens [154,155].

O limiar de lactato € definido como a intensidade de exercicio na qual o
lactato sanguineo aumenta significativamente acima da concentracdo usual
[161,162]. Nos adultos treinados em endurance, o limiar de lactato prediz o
desempenho em longas distancias (2,5 km em diante) [156,161,149], enquanto o
desempenho muscular durante o limiar de lactato € o melhor preditor de
desempenho entre atletas de endurance [163]. A velocidade durante o limiar de
lactato declina com o envelhecimento nos atletas . Entretanto, o limiar de lactato,
quando expresso em func¢do da VO2 maxima, ndo parece se alterar com a idade
[164-167]. Este achado sugere que a contribuicdo do decréscimo no limiar de

lactato é secundaria a diminui¢des na VO2 maxima [148].

O consumo maximo de oxigénio estabelece o limite superior da producéo
méaxima de energia através da fosforilagcdo oxidativa, sendo definido pela equacédo
de Fick: débito cardiaco méaximo x diferenca artério-venosa de O2 maxima
[149,162]. A VO2 méaxima cai aproximadamente 10% por década de vida apds os
25-30 anos em adultos saudaveis de ambos os sexos [168-172]. O ritmo de
declinio da VO2 maxima néo se altera em adultos que realizam exercicio aerobio
frequente [173-175,170], a mesma queda também sendo observada em ratos
[148,176]. A VO2 maxima pode ser considerada o melhor preditor de alteracbes
de desempenho relacionadas a idade quanto ao exercicio de endurance [177].

Existe controvérsia sobre as razdes principais desta diminuicdo na VO2 méaxima,
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que incluem fatores centrais (diminuicdo, com a idade, da fracdo de ejecéo
ventricular e da frequéncia cardiaca maxima, e endurecimento dos grandes vasos)
[178-180], e fatores periféricos [diminuicdo da capacidade muscular de extracdo
de oxigénio, isto é, da diferenca de oxigénio arterio-venosa, que remete a massa
muscular, ao tipo de fibra e a substituicao relacionada a idadedas de miécitos por
tecidos adiposo e conjuntivo propriamente dito). Dentre fatores centrais e
periféricos, o mais importante e dificil de modificar é o débito cardiaco, e portanto,
o provavel responsavel maior pela queda da VO2 maxima durante o

envelhecimento [148].

Objetivamente, quando analisamos o treinamento da capacidade aerdbia
no idoso sedentario, ele se mostra efetivo para diminuir a taxa de quedas e
também para modificar os seus fatores de risco, em funcdo dos ganhos de forca
muscular, mobilidade articular, aumento da velocidade da marcha e melhora na
qualidade do equilibrio. A perda da capacidade aerébia dificulta a execucao das
atividades rotineiras (por exemplo, subir escadas, vestir-se, atravessar a rua), pois
para realiza-las é necessério o condicionamento cardiovascular. Com base nisto, o
treinamento da capacidade aerdbia seria também uma estratégia de prevencgéo de
quedas, ao lado dos exercicios resistidos. Alguns estudos tém mostrado aumento
das habilidades funcionais quando o treinamento de forca € combinado com
outros tipos de treinamento; sua associacdo ao treinamento da capacidade
aerdbia e do equilibrio tem se mostrado mais eficiente para aumentar o controle
do equilibrio e a velocidade da marcha [181,182]. No entanto, como estratégia

especifica para a sarcopenia, ha relatos de incapacidade de ganho de massa
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muscular no treinamento concorrente, isto €, composto de ambas formas de

exercicio, e por isso o exercicio concorrente nao foi utilizado nesta tese [18].

1.6 Classificacao de Fibras Musculares

O musculo esquelético dos mamiferos € um tecido altamente plastico, que
se modifica estrutural e metabolicamente quando estimulado. Na composicéo dos
musculos esqueléticos ha um conjunto heterogéneo de fibras musculares, que
Ihes confere ampla variedade de caracteristicas de contracdo e resisténcia a
fadiga, permitindo adaptarem-se a novas exigéncias, modificando seu tamanho ou
sua composicdo das proteinas associadas a contragcdo miofibrilar. Esta
plasticidade serve de base fisiolégica para as intervenc¢des visando aumento da
forca ou da resisténcia a fadiga. O inverso acontece no descondicionamento, na

inativade, na desnervacao e no envelhecimento [184-186].

Historicamente, os musculos esqueléticos, inteiros, foram classificados
como sendo lentos ou rapidos com base nas velocidades de contragdo. Nisto ha
também alguma correspondéncia morfoldgica direta (musculos de contracao
rapida com cor branca, como nas aves, em contraposicdo aos musculos lentos,
vermelhos devido a maiores concentragdes de mioglobina, mitocondrias e
capilares sanguineos, que contribuem para maior capacidade oxidativa em relacéo
aos musculos brancos) [186]. Posteriormente, observou-se haver correlagdo entre
a velocidade de acao catalitica da miosina-ATPase e a velocidade de contracéo, e

as fibras passaram a ser divididas em de tipo | (lenta), e de tipo Il (r4pida), que
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como ja foi mencionado, é o tipo de fibra cuja perda ocorre prefencialmente

durante o envelhecimento.

Do ponto de vista metabdlico, as fibras de contracdo rapida (tipo II)
dependem de fontes de energia rapidamente mobilizaveis para desenvolver
contracdes fortes e rapidas, mas isso soO € possivel por curtos periodos de tempo,
por causa de um estoque limitado de reservas intracelulares (principalmente
fosfocreatina e glicogénio). Estes musculos sdo, na maioria, rapidamente
fatigaveis e apresentam atraso na recuperacdo das suas reservas de energia,
através de glicolise anaerobia e, bem menos, através de oxidagdo mitocondrial.
Musculos lentos, ao contrario, desenvolvem menor forca contratil, mas sao
capazes de atividade contratil repetida de longa duracdo, dependente de
fosforilacdo oxidativa. Esta especificidade metabdlica dos tipos de musculo gera
uma especificidade do tipo de substrato de utilizacdo, com fibras oxidativas (bem
como o musculo cardiaco) oxidando acidos graxos e lactato, enquanto as fibras

glicoliticas utilizam principalmente glicose como substrato [187-189].

Atualmente, as fibras musculares sao classificadas usando trés principais
métodos, que aqui serdo apenas brevemente descritos, pois ndo serdo abordados
experimentalmente nesta tese. Compreendem a atividade histoquimica da
miosina-ATPase, identificacdo de isoformas da cadeia de miosina, e identificacéo

bioquimica das enzimas metabdlicas.
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Nas miofibrilas do sarcomero, a miosina possui duas cadeias, leve e
pesada, esta Ultima possuindo um sitio de ligacdo para adenosina trifosfato, que
atua como ATPase provendo a energia necessaria para a contracdo muscular. Em
humanos, as taxas de hidrélise da miosina-ATPase nas fibras rapidas sdo 2 a 3
vezes maiores do que nas fibras lentas, produzindo resultados histoquimicos
distintos [190]. Avancos na identificacdo desta proteina levaram a 7 tipos
reconhecidos de fibras [184]. Originalmente, as fibras foram identificadas como
tipos I, l1A, e IIB, chamados tipos puros [184,191]. Posteriormente, acrescentaram-
se os tipos IC, IIC, IAC e IIAB, de caracteristicas intermediarias. O tipo mais lento
de fibra, tipo IC, assemelha-se ao tipo |, enquanto que o tipo mais rapido de fibra,
IIAC, aproxima-se do tipo IlA. Fibras do tipo IIAB tém caracteristicas entre tipos II1A

e 11B [184,186,191].

A segunda classificacdo citada advém da Identificacdo de diferentes
isoformas de cadeia pesada da miosina [184]. O fato de cada fibra muscular poder
conter mais de uma isoforma de miosina de cadeia pesada explica a existéncia de
tipos de fibras que ndo sejam de tipos puros | ou IIA, assim como as fibras do tipo
[IB [184,191]. Como exemplo, as trés isoformas da miosina originalmente
identificadas foram MHC (myosin heavy chain) I, MHCIlla e MHCIIb, e a elas
correspondiam as isoformas identificadas por coloracdo de miosina-ATPase como

tipos 1, Il e 1IB, respectivamente [184,186,191].

Um terceiro método de classificacdo reflete o metabolismo energético da

fibra, com base nas enzimas das vias metabdlicas anaerdbia-glicolitica ou aerdbia-
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oxidativa [191]. Esta técnica leva a 3 classificacdes de fibras: de contracao rapida
glicolitica (fast-twitch glycolytic, FG), de contracdo rapida oxidativa (fast-twitch
oxidative, FOG), e de contracdo lenta oxidativa (slow-twitch oxidative, SO)
[185,186]. Embora haja uma boa correlacdo entre tipo | e fibras SO, as
correlagdes entre o tipo IIA e FOG e tipo IIB e FG sdo mais incertas [186,192].
Portanto, as fibras IIB nem sempre sdo anaerébio-glicoliticas, nem as fibras do

tipo 1IA contraem-se sempre as custas de metabolismo aerébio-oxidativo [191].

1.7 Classificagéo de Unidades Motoras

Embora venhamos a discutir os tipos de fibras, a verdadeira unidade
funcional do sistema neuromuscular é unidade motora [193] que consiste em um
motoneurdnio alfa (originario da medula espinhal) e em todas as fibras musculares
que ele inerva. Com base na histoquimica da miosina-ATPase e histoquimica
qualitativa para enzimas que refletem o metabolismo energético da fibra, todas as
fibras musculares de uma unidade motora tém caracteristicas similares [194]. As
unidades motoras podem ser divididas em grupos, segundo as caracteristicas
contrateis do musculo e da resisténcia a fadiga [193]. As unidades motoras sédo
classificadas segundo Burke et al. [193] e Gillespie et al. [195] como de contrag&o
rapida fatigaveis (FF), de contracdo rapida resistentes a fadiga (FR), e lentas (S)

[196,197].

38



Independentemente do esquema de classificacdo usado para fibras
musculares de uma unidade motora, ha provas contundentes de que as fibras
musculares e, portanto, as unidades motoras, ndo s6 mudam de tamanho em
resposta as demandas, mas também podem converter-se de um tipo para outro
[185,198,199]. Esta plasticidade nas propriedades contrateis e metabodlicas em
resposta a estimulos (por exemplo, treinamento e reabilitacdo) permite a
adaptacdo a diferentes demandas funcionais [185]. Conversdes entre fibra IIB e
[IA sdo as mais comuns. Em animais submetidos a suspensdo de membros
posteriores, e em observacbfes de humanos e ratos apO0s a exposicdo a
microgravidade em v0o0s espaciais, demonstrou-se a mudanca de fibras lentas
para fibras musculares répidas [185], bem como nos casos de
descondicionamento grave e em lesbes de medula espinhal [185,200]. Em
humanos, o destreinamento (ou seja, uma diminuicdo do uso de um musculo com
nivel prévio de atividade alta) conduz a mudancas da composicdo de cadeias
pesadas de miosina-ATPase, de MHClla para MHCIIx/d e, possivelmente, de
MHCI para MHClla. Neste mesmo contexto, ha também uma diminuigcdo
concomitante das enzimas associadas com o metabolismo aerdbio-oxidativo [185].
Menos evidéncias existem para a conversao do tipo Il para fibras tipo |, através de
treinamento ou reabilitacdo, porém estudos com musculos desnervados
cronicamente ativados por estimulacdo elétrica tém demonstrado que tal

conversao € possivel [201].
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1.8 Modelos Animais Desta Tese

O desenho experimental desta tese buscou a comparacao de duas formas
de treinamento fisico animal, de endurance e resistido, que servissem de modelo a
atividades analogas em humanos. De forma geral, o objetivou-se a comparacéo
direta entre as atividades popularmente referidas como de corrida (de longa
distancia) e de musculacdo, ou mais especificamente, exercicios de endurance
(aerobio) e resistido (de forca e/ou poténcia). Dificuldades inerentes a escolha do
protocolo para o estudo de ratos adultos jovens e adultos velhos envolveram as
idades de inicio do exercicio, o tipo de protocolo de cada modalidade de exercicio,
a duracao do protocolo para atingir os objetivos ja descritos do treinamento, quais
0s objetivos originais de cada protocolo, se permitiam graduacdo do esforco
segundo a capacidade individual do animal inicial e durante o protocolo, e 0s

parametros posteriores de avaliacao.

Dentre uma variedade de protocolos de endurance disponiveis, selecionou-
se aquele que permitiria uma graduacdo a partir de um teste de esforco maximo
inicial (TEM). O mesmo teste deveria ser aplicavel a diferentes idades, e o treino
posterior teria, originalmente, progressdo com base no teste e, se possivel, em
marcadores bioquimicos preditores de exaustdo. Isto diminuiria o risco de colapso
cardiovascular em animais velhos, o estresse de manipulacao e o risco de coercéo
animal transcendendo limiares de exaustdo, que poderiam representar obstaculos
éticos a realizacdo do estudo. Para o protocolo resistido, este deveria promover

hipertrofia muscular histologicamente demonstravel, ser graduado a partir de
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cargas iniciais pequenas, possuir um tempo de realizacdo semelhante aquele do
protocolo de endurance, sem exceder mais do que 1 ou 2 meses de realizacao
(para evitar que a senescéncia dos animais durante o préprio periodo

experimental interferisse demasiadamente no desempenho dos animais).

Numerosos modelos animais tém sido usados para induzir a hipertrofia
muscular, como estiramento crénico, tenotomia e ablacdo sinérgica [203]. Estes
modelos produzem aumentos significativos de massa muscular em periodos
curtos de tempo, mas envolvem periodos de sobrecarga continuos com pouco ou
nenhum tempo para recuperacdo [203]. Desde meados de 1990s, o American
College of Sports Medicine recomenda que individuos realizem treinamento
resistido para cada grupo muscular 2 a 3 vezes por semana [202]. Em humanos,
esta forma de treinamento estd associada a significativo aumento de forca, a
desempenho motor aumentado e a aumentos na area transversal de midcitos,
bem como a maior resisténcia a fadiga [202]. Como a adaptacdo muscular é
bastante especifica em relacdo a padrées de atividade, bem como aos periodos
de recuperagdo, o desenvolvimento de modelos de treinamento de forga que

apliquem estes parametros tornou-se importante também nos animais-modelo.

Hornberger e Farrar [203] desenvolveram um modelo de treinamento
resistido para ratos baseado em escalada de grade semelhante ao utilizado nesta
tese, porém utilizando um teste de esforco méaximo, sobre o qual se realizava o
programa de treinamento, de 8 semanas. Entretanto, o musculo avaliado era o

flexor longo do halux de ratos Sprague-Dawley, que foi julgado um mdusculo
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limitado dentro das funcdes de locomocéo necessarias para avaliacdo de ambas
as formas de exercicio, de endurance e resistido, e para andlise histolégica.
Assim, escolheu-se aqui um modelo de exercicio resistido capaz de desenvolver
hipertrofia dos musculos flexores da pata posterior (ver descricdo na secao de
materiais e métodos), que permitiu a avaliacdo do triceps sural, um grupo
muscular com diferentes tipos de fibras entre seus componentes soéleo e

gastrocnémio [204-206].

Os programas de treinamento de endurance em modelos animais, por sua
vez, variam bastante, dependendo da espécie, género, idade e objetivos
especificos do programa [207-211], e sdo normalmente baseados na avaliacao do
consumo maximo de oxigénio (VO2max). Para contornar a dificuldade inerente
aos equipamentos requeridos para determinacdo da VO2max, alguns autores
usam velocidades arbitrarias [212-216] enquanto outros usam o limiar sérico de

lactato [217-219].

No inicio de um exercicio de endurance progressivo, o metabolismo
muscular é considerado predominantemente aerdbio. Ao incremento da
intensidade de exercicio, a ativacdo de um grande numero de fibras musculares
glicoliticas assume o movimento, assim aumentando as concentragfes séricas de
lactato. Assim, o acumulo de lactato sérico observado durante um teste de

exercicio graduado € usualmente interpretado como bom indicador da maior

participacdo de vias anaerdbias (glicoliticas) como fonte de energia [220].
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O protocolo de exercicio de endurance utilizado nesta tese foi originalmente
desenvolvido para obedecer ao limiar de lactato em ratos, baseado em um teste
de esforco que servia para se ajustar a intensidade a ambos grupos etarios de
ratos estudados [207]. Além disto, o periodo de aquecimento de 10 minutos em
baixa velocidade no inicio das sessdes permite a remocao do excesso de lactato
acumulado durante as manipulacdes prévias a cada sessao (manejo do animal,
descargas adrenérgicas) [221,222], e 0 aumento progressivo da velocidade é
eficiente em melhorar o desempenho dos animais no periodo estudado, tanto do
ponto de vista do metabolismo aerébio quanto do débito cardiaco (ver descricéo

na secdo de materiais e métodos) [ 207].

1.9 O Triceps Sural

Como o triceps sural possui diferentes tipos de musculos, sendo
exercitados por ambas as modalidades de exercicio executadas neste estudo, sua
andlise histologica foi eleita como método de avaliacdo da sarcopenia e dos
efeitos experimentais da atividade fisica. O grupo de musculos do triceps sural é
facil e rapidamente ressecavel, possui volume macroscopico suficiente para
fornecer material para diferentes andlises, e tem sido objeto de andlise por
décadas. Apesar dos musculos do triceps sural, formarem uma unidade anatémica
e funcional no rato, eles diferem em suas propriedades fisioldgicas e histoquimicas
e em seu recrutamento durante o movimento. O gastrocnémio de ratos tem sido

bem caracterizado como exemplo de masculo misto de fibras predominantemente
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rapidas, que no entanto apresenta todos os tipos de fibras, distribuidos em forma
de mosaico a seccdo transversal [193-196]. O musculo séleo também serve de
exemplo bem documentado de musculo lento e postural (antigravitacional),
composto de cerca de 80% de fibras lentas (uma maioria de fibras tipo 1, e um

baixo numero de fibras 2A) [223-228].

1.10 O Envelhecimento e a Astrocitose do SNC

Como sera discutido na segunda parte desta tese, o envelhecimento no
sistema nervoso central dos mamiferos é associado a mudancas especificas na
populacdo de astrécitos. Nos mamiferos velhos, o encéfalo e a medula espinhal
sdo caracterizados por um aumento e hipertrofia da populacdo astrocitica [229-
235]. Esta astrocitose reativa é acompanhada por aumentos nas areas e
perimetros celulares em cortes histoldgicos e processos astrociticos mais
espessos, que sdo observados proximos a sinapses atipicas ou a terminais em
degeneracdo. Este fenbmeno pode representar uma perda continua de sinapses
sem a adequada reposicdo [236]. Varios estudos j& demonstraram que, assim
como ha aumento global de astrdcitos, ha também uma regulagédo para cima de
proteina &cida fibrilar glial (GFAP), um filamento intermediario com grande
especificidade para a populacdo astrocitica, e que também tem sua expresséo
aumentada em muitas regides encefalicas com o avango da idade [238-242].
Como o GFAP possui importancia na manutencdo da mielinizagdo, bem como na
organizagdo da substancia branca, os niveis aumentados de GFAP podem

representar uma resposta a desmielinizacdo local ou a degeneragéo [238]. De
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modo semelhante, a distrofia axonal ou perda de terminais axonais pode induzir a

hipertrofia astroglial e a regulacao para cima na substancia cinzenta [243,244].

Em ratos velhos, por exemplo, os niveis de RNAm de GFAP na medula
espinhal de também tornam-se significativamente maiores que os de jovens (um
aumento de até 8 vezes em ratos de 17 meses, comparados aqueles de 2 meses
de idade). Entre cédes de 2 meses e 18 anos, a medula espinhal de velhos
apresenta aumentos de imunorreacdo para GFAP moderado (na substancia
branca), a intenso (na substancia cinzenta). No mesmo estudo, a microscopia
eletrdnica mostrou aumento do numero de perfis degenerativos dos componentes
neurais nos arredores de astrécitos hipertréficos, reforcando a astrogliose como

uma expressao morfolégica do envelhecimento do SNC [245].

Em mamiferos, a ativacdo astrocitaria € um fenbmeno comum no SNC
jovem, apos lesdo do nervo periférico ou do SNC [246-249]. A Hipertrofia reativa
de astrocitos se acompanha de uma regulacéo para cima de GFAP [246,248]. Em
ratos adultos jovens, por exemplo, dentro de 1 dia apés corte [249] ou 3 dias apds
uma constricdo crénica do nervo ciatico [246], a imunorreatividade para GFAP
aumenta no corno dorsal da medula espinhal ao nivel da lesdo do nervo. No
entanto, em ratos velhos, axotomias do isquiatico ndo aumentam o GFAP
presumivelmente porque ratos velhos tém uma menor capacidade de regular-para-

cima o RNAm de GFAP [250].
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Outros estudos endossam esta diminuicdo de resposta astrocitica a lesao
do SNC, em que a capacidade de astrocitos encontra-se diminuida ou suprimida

em animais mais velhos [251], ou acontece e maneira mais lenta [252].

Na medula espinhal de ratos velhos, ao examinar-se as sinapses
axossomaticas sobre corpos celulares de motoneurénios por meio de microscopia
eletrbnica, verificou-se uma reducdo (de cerca de 50%) no numero de botdes
axossomaticos, que atinge até metade dos motoneurdnios examinados. Além
disso, observou-se frequentemente regides de corpos celulares sob aposicdo de
processos astrociticos, de forma mais grave na medula lombar que na cervical. Os
sinais de astrocitose nestes ratos foram mais pronunciados entre aqueles com pior
comprometimento sensério-motor [245], sugerindo que, apesar da astrocitose no
SNC de animais velhos poder ser um evento intrinsecamente relacionado ao
envelhecimento, dados mostram que ela acontece em paralelo a degeneracéo de
neurdnios. Nesta primeira parte da tese coube, entdo, estudar-se as mudancas
astrociticas presentes especificamente na medula espinhal durante o
envelhecimento e sob diferentes modalidades de exercicio, para avaliar se sédo

analogas ao encéfalo [253], objeto de estudo da segunda parte desta tese.

1.11 O Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP)

O peptideo relacionado ao gene da calcitonina (calcitonin gene-related
peptide — CGRP) € um peptideo de 37 aminoacidos originado do processamento

(splicing) diferencial tecido-especifico de RNAm transcrito a partir do mesmo gene
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da calcitonina [254]. Estudos mostram que o CGRP coexiste com a acetilcolina
(ACh) em motoneurdnios, e esta envolvido no desenvolvimento e na plasticidade
da placa motora e em efeitos troficos sobre masculos-alvo, em diversas espécies
[255-260]. No musculo esquelético, o CGRP, ligando-se a receptores de alta
afinidade acoplados a proteina G, age potencializando os efeitos da ACh ao nivel
pos-sinaptico, através da fosforilacdo do AMP-ciclico e concomitante ativacao de
proteinocinase A (PKA) na célula muscular esquelética. Esta via provoca
regulacdo para cima do receptor da ACh, aumento da taxa de dessensibilizacao
do receptor, e regulacédo para baixo da expressédo de acetilcolinesterase (AChE),
em especial sua forma tetramérica G4 (ligada a membrana - veja adiante). O

CGRP causa, ainda, vasodilatacdo apos a contracdo muscular [255,256,261-265].

No entanto, a expressdo de CGRP em motoneurdnios nao é universal. Em
estudos em roedores, o0 CGRP pode ser encontrado em motoneurdnios espinhais
do corno ventral, nos nucleos faciais, hipoglosso e no ndcleo motor facial
acessorio, com algumas variacdes espécie-especificas [266,267] e diferencas em

alguns nucleos motores baixos que exibem dimorfismo sexual [268,269].

No motoneurbnio, a expressdo de CGRP exibe grande variabilidade
(podendo, inclusive, estar ausente) nos estudos mais antigos, dependendo da
técnica utilizada para evidenciacdo. Apesar destes estudos apontarem que, tanto
na placa motora quanto no corno anterior da medula espinhal, o perfil do grupo
muscular-alvo influia diretamente na expressdo de CGRP (maior expressdo de

CGRP em unidades motoras rapidas, e pouca ou nenhuma expressdo basal em
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unidades lentas) [270,271], um estudo mais recente defende que a expresséao de
CGRP em motoneurénios ocorre na maioria, sendo em todos 0os motoneurdnios,
independentemente do tamanho de soma, do tipo de fibra e do nimero de fibras
musculares por unidade motora, pelo menos no que se refere aos muasculos dos

membros posteriores [272].

A atividade muscular € um fator importante na expressdao de CGRP no
motoneurdnio. Experimentos mostram aumento do conteddo de CGRP na placa
motora e em fibras nervosas de grupos musculares submetidos a atividade crbnica
em esteira ergométrica [272] ou ao exercicio excéntrico, como a corrida em esteira
ergomeétrica em inclinacao descendente (“downhill”) [273,274]. Motoneurbnios que
inervam 0 mauasculo gastrocnémio em sua porcdo lateral exibem variacdo
significativa neste modelo, aumentando a expressdo de CGRP ao nivel espinhal e
na jungcdo neuromuscular. Outro experimento, utilizando toxina tetanica aplicada
sobre musculo reto lateral do olho felino, mostrou aumento de CGRP em
motoneurdnios do musculo abducente diretamente proporcional a intensidade de

atividade contratil muscular [275].

Na desnervagédo, e em qualquer intervencdo em que ocorra ruptura da
conexao neuromuscular, tanto cirdrgica quanto farmacolégica, o resultado é uma
regulacao para cima de CGRP e de seu RNAm. Tais efeitos sdo, aparentemente,
mais universais, ocorrendo em todos 0s grupos musculares estudados, com
numerosos estudos ja realizados [275-289]. As oscilagbes que ocorrem na

expressdo de CGRP variam de acordo com o tipo de leséo, i.e., se transeccéao,
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ligadura, congelamento ou esmagamento do nervo, bem como na transeccéo
espinhal [284,285], e sao distintas para diferentes idades estudadas. Tais
variacfes nos niveis de CGRP costumam ser paralelas as alteragcdes nos niveis
de AChE e do receptor de baixa afinidade do fator de crescimento neural p75-
NGFR, sendo que a expressdo deste ultimo e do proprio CGRP tém sido
consideradas os marcadores mais fidedignos de regeneracédo potencial ou real
[289]. No entanto, ndo foram encontrados estudos da expressao de CGRP nestes
modelos em animais de idade avancada (adultos velhos), sendo seus efeitos
conhecidos, até o momento, apenas no desenvolvimento embrionario, em animais

no periodo pos-natal e em adultos jovens [277,289].

A expressdo de CGRP, como acontece com outras populacbes de
neurdnios, altera-se sob acdo de neurotrofinas in vivo e in vitro, tendo sido
observados aumentos do CGRP na presenca de NGF (estimulando sua sintese
tanto em motoneurdnios quando em neurdnios sensoriais), na presenca de fator
de crescimento derivado do encéfalo (BDNF) e do fator de crescimento derivado
de células gliais, sendo este ultimo, aparentemente seletivo para motoneurdnios
[290]. Efeitos em cultura também foram observados na presenca do fator de
crescimento de fibroblastos [291]. Estas alteragcdes sé@o importantes, tendo em
vista 0 aumento da expressao de neurotrofinas em modelos de lesdo neuronal ou
neuropatias, como ocorre no diabete melito, que mostram alteracdo no contetudo
de BDNF no musculo esquelético [292], e nas alteracbes que ocorrem com O
receptor p75-NGFR paralelamente aos niveis de CGRP nas lesbes neuronais e

nos processos de reinervagao [289].
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Outro fator importante no controle da expressao de CGRP € a presenca de
androgénios, como a testosterona, que estimula a sintese de CGRP em
populacdes de neurdnios que exibem dimorfismo sexual, como 0s nucleos
motores que inervam os musculos bulbo-cavernoso e cremaster, com diferentes

expressdes de CGRP conforme o sexo do animal [293-297].

Como a forca de contracdo de um grupo muscular é dependente da
frequéncia de disparos do motoneurdnio, e a co-liberacdo de neuropeptideos por
vesiculas eletrondensas junto a neurotransmissores tradicionais depende da
entrada macica de calcio junto a sinapse, e portanto, da mesma alta frequéncia de
potenciais de acdo do motoneurdnio, tornou-se objetivo desta tese verificar os
efeitos de diferentes padrdes de atividade fisica sobre a expressdo de CGRP na

medula espinhal.

1.12 Acetilcolinesterase

A enzima acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) é um polimero protéico
que apresenta-se sob formas solUveis ou ligada a membrana plasmética, e que
hidrolisa a acetilcolina (ACh) em varios tecidos neurais e nao neurais [298,299]. A
AChE desempenha um papel crucial na terminacdo da transmissdo sinaptica
colinérgica, tanto em sinapses no sistema nervoso central quanto nas juncdes
neuromusculares (JNMs). Em decorréncia de processamento diferencial (splicing)

de RNAm, o polimero AChE existe em diferentes formas moleculares, hoje
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subdivididas em AChE-R (de readthrough), AChE-H (hidrofobica) e AChE-T (de
tail, cauda), as trés contendo o mesmo dominio catalisador, mas distintas

extremidades na terminacéo carboxila [300].

Em mamiferos, a variante AChE-H faz homodimeros ligados a ancoras de
glicosil-fosfatidilinositol, e pode ser encontrada em células do sangue; a variante
AChE-R produz um monbémero soluvel que, no encéfalo, € regulado-para-cima
durante o estresse [301]. Entretanto, € a AChE-T a subunidade conhecida como
forma hidrofilica, que forma oligbmeros com colageno (na lamina basal da JNM)
ou com lipideos, por pontes dissulfeto, a forma mais encontrada no SNC e em

musculos, [300].

Até o momento, foram identificadas seis possiveis formas poliméricas de
AChE-T, que sao divididas em duas classes. A AChE-T é encontrada na forma de
tetrAmeros assimétricos (ligados a uma cauda de colageno - ColQ) A4, A8, e Al2,
ou ocorre em forma de mondmeros simétricos globulares (G1), dimeros (G2) e
tetrameros (G4). O tetramero globular G4 encontra-se ligado a uma ancora de
lipideo de membrana rica em prolina (PRIMA - proline-rich membrane anchor),
tanto no SNC quanto no musculo [303-305]. A AChE assimétrica, isto €, com
cauda de colageno, é a forma predominante nas JNMs. E altamente concentrada
na lamina basal juncional, e em menores concentra¢gdes ao longo do comprimento
de fibras musculares [306], e responde pela maior parte da atividade enzimatica
juncional [307-312]. Seu surgimento no musculo ocorre com o estabelecimento de

contato neuromuscular durante o desenvolvimento e na regeneragéo [313,314]. A
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forma globular G4, entretanto, é aquela cuja producéo parece ser controlada pelos
niveis de atividade fisica. Ambas formas de AChE, globulares e assimétricas,
podem ser produzidas por células musculares [315,316]. Do mesmo modo,
terminais nervosos pré-sinapticos motores também sintetizam e secretam AChE
em JNMs. No caso de AChE G4 ligada a PRIMA, tanto motoneurdnios alfa quanto

a fibra muscular pés-sinaptica contribuem para sua expressao na sinapse [302].

Nos humanos e em roedores, as quantidades de G4 diferem entre grupos
musculares, sendo maiores em musculos de contracao rapida, e muito menores
naqueles de contracdo lenta [317]. A regulacdo da AChE em musculos
predominantemente rapidos, como o extensor longo dos dedos, € diferente
daquela no musculo séleo, caracteristicamente de predominancia de fibras lentas
[317-320]. A atividade total da AChE por unidade de massa muscular, bem como a
atividade das suas formas globulares, também é maior em musculos rapidos que
nos lentos [318,321], correspondendo provavelmente a um maior volume de

transcricdo de subunidades cataliticas em musculos rapidos [322,323].

As evidéncias convergem para a concepc¢ao de que o conteudo de G4 que
caracteriza musculos de contracdo rapida possui importantes consequéncias: (1)
musculos rapidos adquirem seu conteudo de G4 apenas ao fim do periodo pés-
natal de maturagéo do sistema neuromuscular [324-326]; (2) na distrofia muscular
murina [327,328] ou em doencas da placa motora [329,326], o contetdo de AChE
em musculos rapidos muda para aqueles de contracdo lenta, caracterizados por

baixos niveis de G4, enquanto a forma assimétrica é pouco afetada; (3) ao impor-
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se um padrao de estimulacao rapida ao musculo lento séleo induz-se a uma troca
no conteudo de AChE para aquele tipico de musculos rapidos [330]; (4) a
atividade da AChE do musculo soleo que recebe inervagdo cruzada de um nervo
motor rapido, apds exibir um aumento transitério, retorna para um nivel tipico do
s6leo normal [331]; (5) a elevacdo do nivel de atividade muscular afeta
seletivamente o conteudo de G4, caracteristico dos musculos rapidos [332]. Este
conjunto de evidéncias levantou, durante algum tempo, a discusséo se a atividade
da fibra muscular possuia uma influéncia maior que sobre o conteudo e atividade
da AChE muscular do que sua inervacdo motora [333]. Entretanto, estudos com
CGRP mostram que a inervacdo do musculo possui influéncia central sobre a

atividade da AChE.

Fibras musculares esqueléticas sdo capazes de mudar seu fendtipo em
resposta a demandas funcionais [334]. Os niveis de RNAm de acetilcolinesterase
muscular dependem do padrdao neural de ativacdo. Frequéncias baixas de
estimulacdo nervosa, mimetizando o padrao de ativacdo de musculos lentos,
quando aplicadas a musculos rapidos de ratos, fazem cair os niveis de AChE
aqueles de musculos lentos. Muitos dos elementos funcionais de musculos de
fibras r4pidas podem ser transformados através de estimulacdo de baixa
frequéncia, i.e., proteinas contrateis, e enzimas do metabolismo energético [335].
Assim, musculos rapidos, estimulados por padrao similar ao dos musculos lentos,
passam a apresentar varias caracteristicas de musculos lentos [336-338]. A
atividade da AChE em fibras musculares também pode ser modificada por

eletroestimulagéo ou desuso [320,330,339].
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Estudos antigos ja mostravam que a atividade da AChE muscular sofre
forte influéncia de modificacBes cronicas na JNM. Isto pode ser verificado através
de estudos com treinamento de endurance (corrida) [340,341], imobilizacdo de
membro [342,343], suspencdo de membros [344] e hipertrofia compensatoria

[342,345,346].

Num estudo sobre expressdo de G4 nos musculos rapidos gastrocnémio,
plantar, tibial anterior e extensor longo dos dedos, bem como no musculo lento
sbleo, observou'-se aumento preferencial do contetdo de G4 nos musculos
rapidos, quando submetidos a regime de treinamento de corrida em esteira
ergomeétrica por 12 semanas. No caso do séleo, a corrida gerou uma pequena

diminuigc&o no nivel de AChE [347].

Nos niveis da medula espinhal e do encéfalo, a atividade colinesterasica é
desempenhada por duas enzimas responsaveis pela degradacdo de ésteres de
colina, a AChE e a hbutirilcolinesterase (BuChE). A representacdo dual de
colinesterases em mamiferos ainda € um fenémeno inexplicado. Em adicdo a
AChE, a BuChE (EC 3.1.1.8) € onipresente no SNC de mamiferos e em outras
partes do organismo [348-350]. Ambas tém dominios homadlogos e diferengas de
poucos aminodcidos, porém sao codificadas por genes distintos [351-353]. Ambas
hidrolisam ACh, apesar da BUuChE poder hidrolisar ésteres de colina de maior
tamanho, devido a um sitio de acolhimento de substrato (pocket) maior. Isto torna

a BUChE ainda mais obscura, pois nos locais do SNC onde € presente ndo foram
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encontrados até hoje outros ésteres de colina aléem da ACh. Especula-se que a
BuChE seja um corregulador da neurotransmissdo da ACh em sinapses durante

grande atividade colinérgica [349,354].

No SNC, a forma G4 da AChE é provavelmente responsavel pela maioria
das funcdes fisioldgicas catalisadas por AChE. A atividade total da AChE nos
tecidos neurais apresenta variagcbes da ordem de 50 vezes entre diferentes
regides do SNC, sendo maior nas estruturas subcorticais telencefalicas (nucleo
caudado e nucleo de Meynert); intermediaria na substancia negra, cerebelo e
medula espinhal, e menor no férnix e regides corticais (hipocampo, cértices

temporal e parietal) [355].

Na medula espinhal, quantidades de RNAmM de AChE sdo muito maiores
que de BuChE, tanto de humanos quanto de ratos [356,357], e a maior parte da
atividade colinérgica esté localizada em neurénios motores dos cornos ventrais,
em particular as formas G4 e 16s [356]. Estas sao anterogradamente
transportadas ao longo de axdénios motores com destino a JNM [358]. Altos
niveis de mMRNA de AChE e BUChE em motoneurdnios sugerem que estas células
necessitam mais destas enzimas que outras células da medula espinhal [359].
Como motoneuronios alfa participam da formacgéo da JNM e de sua manutencéo,
a contribuicdo destas enzimas ja foi proposta e demonstrada [360]. A AChE
também é encontrada em motoneurénios pequenos do corno ventral, células de
Renshaw, bem como interneurénios e neurdnios vegetativos pré-ganglionares no

corno lateral. Este grupo de células também produz BuChE, em quantidades muito
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menores [359], estando a expressdo de RNAmM praticamente inexistente em

células gliais da medula espinhal.

A atividade total da BUChE no SNC possui uma distribuicdo mais uniforme
que a da AChE, com variacbes menores (de até 3 vezes) entre regides do SNC.
Apesar dos padrdes de formas moleculares de ambas enzimas serem similares
entre areas, variacdes na distribuicdo e abundancia de varias formas de AChE sé&o
muito maiores que para a BuChE. Assim, apesar da forma tetramérica G4 da
AChE responder pela maior parte da atividade colinesterasica nas regifes do
SNC, a razéo entre as formas tetramérica G4 e monomérica G1, esta Ultima
respondendo pelo restante da atividade AChE, apresenta também grandes

variacdes [359].

A atividade motora aumenta a presenca de AChE no corno ventral da
medula espinhal, em paralelo a qualquer aumento de atividade na JNM. Porém,
pouco h& na literatura que descreva este fendbmeno em relagdo ao
envelhecimento. Um outro aspecto, € que complexos circuitos envolvendo
motoneurdnios e interneurdnios colinérgicos na medula espinhal, quando expostos
a ACh exdgena, sao capazes de produzir descargas ritmicas alternadas direita-
esquerda, caracteristicas de geradores de padrdo central de locomogéo (GPCs).
Estes circuitos recebem também projecBes de aferentes primarios contralaterais
oriundos de musculos periféricos [361]. Além desta participagdo em circuitos

segmentares e intersegmentares dentro da medula espinhal envolvidos com
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GPC's, a ACh também esta envolvida diretamente na modulacdo da atividade de

aferentes primarios nociceptivos no corno dorsal, o que sera discutido agora.

O corno dorsal da medula espinhal € um local importante de transmissao e
modulacdo da nocicepcao [362]. O sistema colinérgico espinhal e receptores
muscarinicos estdo envolvidos na regulacdo de diferentes funcdes fisiologicas,
incluindo a nocicepcdo. Receptores muscarinicos para ACh possuem a maior
densidade, dentro da medula espinhal, nas laminas superficiais dos cornos
dorsais, tanto em ratos quanto humanos [363-365]. Neurdnios colinérgicos
intrinsecos a medula espinhal, bem como terminais expressando colina-
acetiltransferase e AChE, ja foram demonstrados no corno dorsal [366,367].
Agonistas muscarinicos ou inibidores da AChE administrados diretamente na
medula produzem analgesia, tanto em ratos quanto humanos, e tal efeito pode ser
bloqueado por antagonistas muscarinicos, como a atropina [368-370]. Estes
efeitos parecem ocorrer devido a ativagdo de interneurdnios gabaérgicos sensiveis
a ACh, via receptores muscarinicos (ligados a proteina G), na substancia
gelatinosa do corno dorsal (lamina Il). A liberacdo de GABA diminui a liberagao
pré-singptica de glutamato nas sinapses entre aferentes priméarios e secundérios
(neurdnios de projecdo ascendentes ao talamo), atuando via receptores GABAB, e

€ ainda ampliada pelo efeito de derramamento (spillover) [365] sobre outras

sinapses adjacentes [371].

Além disto, o corno dorsal também possui populacées de neurbnios com

receptores nicotinicos, que apresentam efeitos opostos (mais comum quando
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ativados isoladamente) ou sinérgicos aos de receptores muscarinicos. Quando
ativados no corno dorsal, receptores nicotinicos causam predominante
hiperalgesia, mas podem também causar analgesia, dependendo de complexa
regulacdo de subunidades do canal de sédio, e recrutamento de outros, capazes

de provocar tanto LTP quanto LTD em aferentes secundarios [372].

Multiplos subtipos de receptor nicotinico sdo sintetizados nos neurdnios
aferentes primarios dos ganglios das raizes dorsais dos nervos espinhais, e
expressos na superficie pré-sinaptica da sinapse com 0s neurbnios de projecéo
ascendentes do corno dorsal. Aferentes secundéarios também expressam na
membrana pos-sinptica estes canais, de forma que o efeito geral da ACh através
de receptores nicotinicos parece ser uma faciltacdo da transmisséo
glutamatérgica, isto é, da LTP no corno dorsal e hiperalgesia [373,374].
Corroborando esta concepc¢do, a aplicacdo intratecal de agonistas nicotinicos
associa-se a liberacdo de aminoacidos excitatérios glutamato e aspartato [375],
enquanto antagonistas de canais NMDA s&o capazes de bloquear efeitos

nicotinicos no corno dorsal [376,377].

Como foi mencionado, h& evidéncias de que a ativacdo conjunta de ambos
receptores, nicotinicos e muscarinicos, envolvendo interneurénios e GABA, resulta
paradoxalmente em aumento da liberagcdo de glicina e GABA mediada pelo
receptor nicotinico, contribuindo para uma maior analgesia [378-380], e também
causando uma maior liberagéo de serotonina na regiao (vide adiante] [380]. Assim,

enquanto os efeitos muscarinicos da ACh sdo decididamente inibitérios da
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transmissao glutamatérgica nociceptiva no corno dorsal, o receptor nicotinico
apresenta um comportamento dual, que depende de interacdo com outros

sistemas de neurotransmissores e interneurdnios dentro do corno dorsal.

Por conta de seus efeitos diretamente associados a atividade fisica,
medidos ao nivel do musculo periférico, ou no corno ventral da medula espinhal, e
sua participacdo na modulacéo de informacdes sensoriais no corno dorsal, incluiu-

se também a AChE como parametro a ser avaliado dentro deste estudo.

1.13 Serotonina

Numerosos estudos ja mostraram que a atividade fisica regular prové varios
beneficios ao organismo [382]. Existem evidéncias substanciais de que o exercicio
pode elevar o humor em pessoas normais, e apresentar efeitos antidepressivos
em pacientes clinicamente deprimidos [382-385]. Tais efeitos correlacionam-se
diretamente com os niveis de serotonina (5-hidroxitriptamina, ou 5-HT) e outras
monoaminas, principalmente a norepinefrina (NE), no encéfalo [386,387]. Além
disso, varios estudos corroboram em modelos animais que distintas modalidades
de atividade fisica (voluntaria, involuntaria, de corrida, natacdo, etc.) sdo capazes
de aumentar os niveis de 5-HT e NE no encéfalo, gerando um consenso de que a
atividade fisica melhora o humor [388-391]. Na medula espinhal, a 5-HT tem sido
implicada em muitas fungdes fisioldgicas, incluindo a inibicdo do processamento
sensorial espinhal e da atividade motora espinhal [392-395]. A maior parte da

serotonina que chega a medula espinhal se origina dos nucleos da rafe no tronco
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encefalico e se projeta aos cornos ventral, dorsal e lateral da medula espinhal

[396,397].

Nas vias motoras, a serotonina modula amplos circuitos de interneurénios
envolvidos na alternancia de ativacao e inativacdo de motoneurdnios responsaveis
por musculos da locomoc¢do em ambos os lados do corpo, ja mencionados como
circuitos geradores de padrao centrais (ou espinhais - os GPC's) da marcha. Vias
descendentes serotoninérgicas do tronco encefalico a medula espinhal tém sido
implicadas na regulacdo do padrdo e ritmogénese da marcha, de forma que as
lesbes de medula espinhal devem parte de seus efeitos deletérios a interrupcéo
destas vias [398-401]. A 5-HT possui um papel na ativacdo e modulacdo da
atividade do GPC, de tal modo que um padrédo de locomoc¢éo (locomocao ficticia)
em coelhos com seccédo completa de medula pode ser observado administrando-
se 5-hidroxi-triptofano (5-HTP) [402]. A mesma substancia, precursora direta da 5-
HT, também aumenta a atividade muscular extensora [403], e a frequéncia e
intensidade de passadas em gatos espinalizados [404,405]. Resultados de
preparacdes de medula isoladas in vitro revelam que a 5-HT pode disparar
episédios de locomocao ficticia em camundongos neonatos [406-409] e ratos
[407,410,411]. Banhos de 5-HT também modulam a intensidade de locomocédo
ficticia espontanea ou induzida por NMDA, mostrando que a 5-HT pode disparar,
modular e intensificar a atividade locomotora gerada por motoneurdnios espinhais
[412,413]. De particular interesse seria também o papel da 5-HT em modular a
atividade espéastica em animais espinalizados, nos quais a vias bulbo-espinhais

estdo ausentes abaixo da lesdo. Administracdo de agonistas serotoninérgicos
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nestes animais resulta em acentuado aumento da atividade espontanea
eletromiogréfica, e também das manifestacbes espasticas, como reflexos
tendinosos hiperativos e nocicepcdo aumentada, bem como a resisténcia ao
movimento passivo, presenca de espasmos e clonus. Tais efeitos sao
parcialmente abolidos por antagonistas serotoninérgicos, como a ciproheptadina,
inclusive ja utilizada em estudos preliminares em humanos com les6es medulares
e fendtipo espastico acentuado [414-417]. Evidéncias indicam que os efeitos da 5-
HT na ritmogénese locomotora sdo mediados por subtipos de receptores 5-HT
especificos. Antagonistas 5-HT2, exceto 5-HT2C abolem a locomocéo ficticia,
enquanto antagonistas 5-HT1a e 1B/1D a aceleram. Além disso, agonistas 5-HT2,
como a quipazina ou hidrocloreto de R(-)-1-(2, 5-dimetoxi-4-iodofenil)-2-
aminopropano podem disparar agudamente passadas dos membros posteriores

em ratos paraplégicos [418].

Além do disparo e modulacdo do GPC, aferéncias serotoninérgicas ao
corno dorsal da medula sobre as laminas Il a V, sdo capazes de modular as alcas
de informacao retrégrada dos membros, influindo sobre as informacdes oriundas
dos sistemas musculoesquelético e nociceptivo. Eferéncias seroninérgicas
descendentes fazem sinapses com interneurénios encefalinérgicos na lamina |l
(substancia gelatinosa), que possuem dupla influéncia sobre as sinapses entre
aferentes priméarios nociceptivos nas laminas | e Il com neurdnios aferentes
nociceptivos  secundarios (ou de segunda ordem, majoritariamente
espinotalamicos): hiperpolarizam terminacdes sinapticas primarias e aumentam o

limiar de disparo de aferentes secundarios. Tais neurdnios encefalinérgicos
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seriam, assim, um sistema antinociceptivo, modulado positivamente em niveis
segmentares pelas vias serotoninérgicas descendendo ao corno dorsal [362]. Esta
analgesia, além de presente em niveis basais, seria responsavel pelos efeitos
anestésicos obtidos nas infusbes raquidianas de opidides (em conjunto com
receptores opioides no proprio tronco encefalico), e também envolvida na
analgesia endo-opioide promovida durante o exercicio. De acordo com esta
hipotese, ténicas de microdialise mostram um aumento agudo da liberacdo de 5-

HT no corno dorsal apds atividade de corrida [419].

O envelhecimento se acompanha de diminuicdo da imunorreatividade
serotoninérgica em todo SNC, incluindo a medula espinhal [420]. Considerando
que este neurotransmissor possui varias funcdes direta ou indiretamente
associadas a atividade fisica, uma resposta compensatdria ao exercicio nos niveis
de serotonina espinhal de ratos velhos seria um efeito desejavel a ser observado

neste estudo, o que justificou sua incluséo.

62



2. OBJETIVOS - Primeira Parte

2.1) Utilizar até o término dois treinamentos distintos e graduais, de endurance e
resistido, de duracdo de 6 semanas, em duas faixas etarias de ratos adultos

machos Wistar (de 6 e 24-25 meses - nesta Ultima, ainda n&o descrito).

2.2) Comparar os efeitos dos dois treinamentos através de analise morfométrica
da éarea transversal de fibras por histogramas, e confirmar a presenca de

sarcopenia.

2.3) Analisar os efeitos de ambos treinamentos sobre as modificacdes associadas

a idade do triceps sural.

2.4) Medir a atividade colinesterasica no triceps sural ao fim de ambos

treinamentos.

2.5) Contar motoneurénios alfa corados por Nissl no corno ventral, e astrocitos

GFAP+ nos cornos ventral e dorsal da medula espinhal ao fim de ambos

treinamentos.

2.6) Medir, por densitometria Optica, a reacdo histoquimica da acetilcolinesterase

na medula espinhal (nos cornos ventral e dorsal) ao fim de ambos treinamentos.
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2.7) Medir, por densitometria Optica, a reacdo imunoistoquimica do peptideo
relacionado ao gene da calcitonina na medula espinhal (nos motoneurénios alfa e

no corno dorsal) ao fim de ambos treinamentos.

2.8) Medir, por densitometria Optica, a reacdo imunoistoquimica da serotonina na

medula espinhal (nos cornos ventral e dorsal) ao fim de ambos treinamentos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Dezoito ratos Wistar de 6 meses de idade, pesando 240 g a 290 g (idade inicial e
peso) e vinte e dois ratos Wistar de de 24-25 meses de idade, pesando 300 g a
410 g (sob as mesmas condicdes de criacao) foram obtidos do Biotério do ICBS,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e mantidos em caixas padrdo, sob
ciclos 12:12h de claro e escuro, em ambiente com temperatura controlada (20°C
+ 1°C), e com livre acesso a racdo e agua (24h/dia), durante todo o periodo do
experimento. Todos os animais foram mantidos e manipulados de acordo com as
recomendagOes da Sociedade Brasileira de Neurociéncias (Brazilian Society for
Neurosciences, Review Committee of the School of Veterinary Surgery, University
of Buenos Aires), e da International Brain Research Organization, em
concordancia com o National Institute of Health’s Guidelines for Care and Use of

Laboratory Animals (publicacdo 85:23, revisado em 1985).

3.2 AvaliagOes preliminares e selegao

Dois dias antes da adaptacdo aos treinamentos de esteira ergométrica
(endurance) e resistido (forga), os animais foram pesados e tentativas preliminares
com cada animal for realizados com cada animal, tanto na esteira em baixa
velocidade quanto na escalada de grade. Agqueles animais que recusaram a seguir

adiante na esteira ou acima na grade, apés repetidas tentativas, foram separados
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como grupos (controles) sedentarios. Assim, 6 animais adultos jovens e 6 velhos
foram selecionados como controles, 6 jovens e 7 velhos foram selecionados como
corredores, e 6 jovens e 7 velhos foram selecionados como escaladores. Ao fim
do treino, 1 rato vellho de cada grupo treinado foi descartado (um apresentou um
tumor toracico, detectado durante a perfuséo transcardiaca, o outro foi escolhido

aleatoriamente).

3.3 Adaptacao a esteira ergométrica

Os animais jovens e velhos selecionados para o treinamento de endurance
foram adaptados a esteira ergométrica, durante 10 min a 5 m/min por 4 dias, antes
da primeira semana de treinamento de endurance; no 50 dia, eles foram
submetidos a um teste de esforco maximo (TEM) [207, 421]. O teste consistiu de
um exercicio graduado na esteira, com aumentos de 5 m/min a cada 3 min,
iniciando-se a 5 m/min e continuando até a maxima velocidade atingida por cada
rato, isto é, o platd acima do qual o animal se recusava a continuar. Valores
atingidos no TEM foram usados para planejar o treinamento de endurance.
Saliente-se que os animais velhos sempre atingiram velocidades méaximas

menores que aquelas dos jovens (geralmente 5 m/min menores as dos jovens

corredores).

3.4 Treinamento de Endurance
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O programa de treinamento de endurance consistiu de corrida em uma
esteira ergométrica uma vez ao dia, 5 dias/semana, durante 6 semanas, iniciando-
se 2 dias ap0os o TEM. As duracdes dos exercicios gradualmente estendiam-se, de
20 minutos no primeiro dia a 50 minutos no quinto dia, e entdo gradualmente
ascendendo a 60 min durante as 5 semanas seguintes. Cada sessao de
treinamento dos animais corredores incluiu um periodo de aquecimento de 5
minutos, a 30% da velocidade maxima atingida no TEM, 10 a 50 min correndo em

45% a 55%, e 0s 5 min finais a 30% [207, 421-423].

3.5 Treinamento Resistido

O treinamento resistido consistiu de escalada de um grade de 1 metro de
altura (8 repeticbes, a intervalos de 2 min, 3 dias/semana, por 6 semanas),
inclinada a um angulo de 800, com uma carga (peso) presa a cauda do animal
[204-206,421]. Este peso requeria que 0s animais escaladores fizessem 8 a 12
movimentos (repeticdes) por escalada. A cada semana, 50 g eram adicionados a
carga na cauda, iniciando-se com 50 g na primeira semana e chegando-se a 300 g
na ultima. Este programa provoca uma resposta muscular hipertréfica nos
musculos do membro posterior [204,206]. Saliente-se que especial atencao foi
dada a cada animal que, ocasionalmente, recusasse-se a progredir para maiores
cargas. Nao obstantemente, tantos jovens quanto velhos escaladores foram
capazes de desempenhar o mesmo programa de treinamento, carregando as

mesmas cargas até a Ultima semana.
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3.6 Extracao de tecidos, bioquimica, histoquimica e imunoistoquimica

Um dia apdés o fim dos treinamentos, os ratos foram pesados e
anestesiados para a perfuséo cardiaca através do ventriculo esquerdo, com 400
mL de solucéo salina heparinizada, seguida de 400 mL de paraformaldeido 4% em

tampao fosfato 0.1 M, pH 7.4, utilizando-se uma bomba peristaltica.

Apés a perfusdo salina, os membros posteriores foram proximalmente
garroteados, e o0s triceps surais foram extraidos (cada terco médio do
comprimento total de cada musculo séleo e cada muasculo gastrocnémio lateral).
Os fragmentos musculares de ambos os membros posteriores, direito e esquerdo,
foram entdo congelados em nitrogénio liquido e guardados a -800C para
subsequente medida da atividade de acetilcolinesterase (AChE) ou coletados e
fixados em glutaraldeido 2,5% (Merck, Alemanha) para analise histolégica da

seccao transversal de fibras.

Apoés perfusdo com paraformaldeido, encéfalos e medulas espinhais foram
removidos. A analise dos encéfalos sera descrita na segunda secdo desta tese.
Para que segmentos L4-6 da medula espinhal fossem topograficamente
identificados, foi realizada prévia disseccdo ascendente do nervo isquiético até a
emergéncia de suas raizes nos nervos espinhais. Tanto medulas quanto encéfalos
foram removidos e deixados em pés-fixagdo na mesma solugcédo de perfusao, em
temperatura ambiente, por 4 h. ApGs este periodo, o material foi crioprotegido em

solugdo de sacarose a 30% em tampdo fosfato a 4 °C. As medulas foram
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seccionadas em (25 um) criostato (Leitz, Alemanha) e as secc¢Oes colhidas

alternadamente para todas as reacdes (vide a seguir).

3.7 Reagbes Imunoistoquimicas

Os cortes de cada grupo experimental foram colocados em frascos para
que as reacOes fossem realizadas em método de flutuacdo livre (free-floating).
Para as rea¢des imunoistoquimicas, os cortes foram tratados em metanol 10% e
H202 3% por 30 min. As secc¢des foram entdo incubadas em albumina 2% (bovine
serum albumin, BSA - Sigma) em salina com tampao fosfato (PBS) contendo
Triton X-100 0.3% por 30 min, e incubados 48 h a 4°C com 0s seguintes
anticorpos primarios: policlonal anti-GFAP de coelho, diluido em 1:200 de BSA em
PBS-Triton X-100; policlonal anti-CGRP de coelho, diluido em 1:100 de BSA em
PBS—-Triton X-100; policlonal anti-5HT de coelho, diluido em 1:2000 em PBS-
Triton X-100 (todos de Sigma, EUA). Apos varias lavagens, os cortes foram
incubados em IgG anti-coelho conjugado com PAP (Sigma, USA), diluido 1:50 em

PBS a temperatura ambiente, por 2 h.

As reacOes imunoistoquimicas foram entdo reveladas incubando-se os
cortes em meio contendo 3,3-diaminobenzidina 0.06% (DAB, Sigma, EUA)
dissolvido em PBS por 10 min, e entdo, a mesma solugdo com os cortes foi
adicionado 1 yM de H202 3% por mL de meio com DAB por 10 min. Finalizando,
os cortes foram lavados com PBS, colocados em laminas gelatinizadas,

desidratados com etanol, clarificados com xilol e montados com Entellan (Merck,
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Alemanha). Para controle das reacfes, laminas foram montadas com controles da

reacao imunoistoquimica, onde os anticorpos primarios foram omitidos.

3.8 Atividade da AChE

A atividade especifica da AChE nos musculos triceps surais foi determinada
pelo método de Ellman [424], modificado por Pereira [425]. Homogeneizados
musculares (50 mL) contendo tetraisopropilpirofosfamida (iso-OMPA, inibidor de
BChE) 0.1 mM, 50 mL de acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoéico) (DTNB) 1mM, 1 mL
de tampao fosfato de potassio 24 mM foram pré-incubados por 2 min, e iniciada a
adicdo de 25 mLde acetiltiocolina monitorando-se por 2min (412 nm) em
espectrofotometro. A atividade da AChE foi entdo expressa em mmol de

acetiltiocolina hidrolisada/hora/mg de proteina de muasculo [424,425].

3.9 Procedimento de Nissl e Deteccdo Histoquimica de AChE na Medula Espinhal

Para histoquimica da atividade colinesterasica, cortes de medula
alternados, realizados em criostato, foram incubados em meio contendo iodeto de
acetiltiocolina (2,1 mM, Sigma), ferricianeto e ions cobre com citrato, e protegidos
da luz por 6 horas a 370C, para ocorrer a hidrolise de iodeto de acetiltiocolina pela
AChE tecidual, e producéo de ferrocianeto cuprico, de coloracdo marrom [426]. Os
cortes foram entdo colocados em laminas gelatinizadas, desidratados em alcool,
diafanizados em xilol e cobertos com Entellan (Merck, Alemanha) e laminulas,

para analise de imagens. Para coloracdo de cortes alternados por violeta de
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cresila (método de Nissl), a coloracdo foi realizada ja sobre laminas gelatinizadas
com cortes, sendo estas banhadas em concentracdes padronizadas de violeta de

cresila apoés testes com diferentes tempos de diferenciacdo em etanol.

3.10 Preparacéo dos Musculos e Analise Morfométrica

Os musculos gastrocnémio lateral e s6leo foram seccionados em pequenas
amostras (2x1mm) da sua parte central e pds-fixados na mesma solucdo até o
processamento. As amostras foram entdo lavadas em tampéao fosfato e pos-
fixadas em tetroxido de 6ésmio 1% (Sigma, USA) em tampao fosfato por 1 h. As
amostras foram entdo lavadas em tampdo fosfato e desidratadas em séries
progressivas de alcool e 6xido de propileno (Electron Microscopy Sciences, USA),
imersas em blocos de resina (Durcupan, ACM-Fluka, Switzerland), e mantidas em
vacuo por 24h, e apés, polimerizadas por 48h a 60 °C. Seccbes semifinas (1 um)
foram obtidas usando-se um ultramicrétomo MT 6000-XL, RMC, Tucson, USA) e
coradas com azul de toluidina 1% (Merck, Germany) em tetraborato de sodio

(Ecibra, Brazil) e colocadas em laminas [423].

3.11 Morfometria de area transversal de musculos

Para andalise morfométrica, cerca de 5 imagens digitais por rato (200x,
posteriormente ampliadas por 10x) aleatérias foram usadas de cada corte,
estando o examinador cegado (totalizando cerca de 100 fibras por rato), 5 animais

por grupo. As areas transversais de fibras foram estimadas utilizando-se a
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contagem de pontos de grade sobreposta, com uma densidade de pontos de
62.32 um2 e a equacdo A=3p. (area-ponto), onde A é a area, =p é o total de
pontos por fibra e area-ponto é a area formada por 4 pontos do grid (62.32 pm2 -

Figura 3.1) [423,427].

3.12 Andlise de imagens

Exceto para contagens de motoneurénios corados por Nissl no corno
ventral, todas as contagens celulares e medidas de densitometrias Opticas (ver
adiante) foram feitas através de capturas digitais de imagens em formato
TIFF(tagged image file format) a cores (RGB), utilizando-se um microscépio Nikon
E600 (Japéo) acoplado a uma camera digitall (USB 2.0 Digital Camera Eyepiece -
DCE-2, China) com resolucdo de 640x480 pixels. Para as capturas, todas as
condicbes de magnificacdo e luz foram mantidas constantes, e o examinador
cegado quanto aos grupos. Todas as imagens foram entdo analisadas com

ImageJ 1.40 software (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).

Para densitometrias Opticas, as imagens coloridas em RGB foram
convertidas para escala de cinza (8 bits, isto é, 0-255 niveis de cinza). Para a
correcdo da iluminagcdo desigual (correcdo de sombra), em cada magnificacdo
utilizada, uma imagem de referéncia foi capturada de um campo vazio (em lamina
com laminula, fora da area de corte), e utilizada para divisdo de cada imagem

experimental pelo aplicativo acessoério (chamado plugin, em linguagem Java, pode
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ser incorporado por download gratuitamente ao programa original) “Calculator

Plus” do programa ImageJ. A equacao de diviséo utilizada é:

Pixel a ser corrigido = (valor do pixel da imagem experimental : valor do pixel na
mesma localizacdo da imagem de referéncia) x densidade Optica média dos pixels

da imagem de referéncia

Tal equacdo é uma simplificacdo, utilizando-se valor absoluto de preto (igual a

zero), a partir de [428]:

CIx,y = [(Ix,y — preto : RIx,y — preto) x (M — preto)] + preto

Onde CIx,y = pixel da imagem corrigida na no local (x,y);

Ix,y = pixel da imagem experimental no local (x, y);

RIx,y = pixel da imagem de referencia (X, y);

M = valor médio dos pixels da imagem de referéncia (neste caso = 125);

Preto = intensidade de cinza quando nenhuma luz atravessa o material

experimental, neste caso = 0 (0-255).

Areas de interesse retangulares (ADI) foram aplicadas nas imagens (veja
Figura 3.2). As densidades Opticas para cada ADI foram medidas na forma de
densidade Optica nao-calibrada [10/log(255/255- valor do pixel)]. A coloracdo de
fundo foi subtraida das medidas da densidade Optica, usando-se os valores

médios dos cortes de tecido onde o anticorpo primario foi omitido [428].
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Para a contagem de motoneurdnios corados com Nissl ou imunorreativos
para CGRP, foram contados campos microscopicos sobrepostos a um corno
ventral de cada corte aleatorio em lamina (magnificacdo 200x - Figura 3.2C), num
total de 10 cornos por rato. Para inclusdo na contagem, células deveriam possuir
morfologia tipica de grandes motoneurbnios, contornos nitidos de nudcleo e
citoplasma, e no caso da coloracdo de Nissl, deveria visualizar-se nucléolo
evidente [429].

Previamente a contagem de astrocitos, foi realizada uma andlise
semiquantitativa por densitometria éptica regional, de maneira similar aquela
usada para AChE e 5HT (veja adiante). Porém, ndo foram encontradas diferencas
significativas nas densidades 6pticas de GFAP (dados ndo mostrados). Optou-se,
entdo, pela contagem de células [430] GFAP-ir, em areas de interesse sobre os
cornos ventral e dorsal de cortes aleatoriamente escolhidos de cada rato
(magnificacdo 400x), com ajuda do acessorio de contagem de células (plugin Cell
Counter - Image J) num total de 10 areas ventrais e dorsais de cada rato (veja
Figura 3.2B e D, e Figura 3.3). Para inclusdo na contagem, as células deveriam
exibir morfologia estrelada tipica de astrécitos, com nitidos contornos de corpo
celular e emergéncia de, pelo menos, dois prolongamentos nitidos de

comprimento igual ou maior que o corpo da célula [430,253].

Para medida da densitometria Optica intracelular de CGRP em

motoneurdnios do corno ventral, 100 células foram capturadas (magnificacdo
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1000x). Uma ADI (veja Figura 3.4) foi utilizada para medicdo em 4 locais distintos
do citoplasma da célula, totalizando 400 medidas intracitoplasmaticas por rato
[428,430]. De cada rato, entéo, foi obtido um nimero médio (média final de 400

medidas) de DO intracelular de CGRP.

Para medidas de densitometria optica regionais de AChE e 5HT no corno
ventral, uma ADI (veja Figura 3.1C e Figura 4.4) foi sobreposta ao corno ventral
(magnificacdo 100x). De cada rato, foram capturados 10 areas de cornos ventrais
de cortes aleatorios na lamina (1 corno ventral por corte), dos quais foi obtida uma

DO média regional (média final de 10 medidas), por rato [428,420,432].

Para medidas de densitometria Optica regionais de AChE, 5HT e CGRP no
corno dorsal, uma ADI (veja Figura 3.1A e Figura 3.5) foi sobreposta ao corno
ventral (magnificagdo 100x). De cada rato, foram capturados 10 areas de cornos
dorsais aleatdrios em lamina (1 corno dorsal por corte), dos quais foi obteve-se

uma DO média regional (média final de 10 medidas), por rato [432].

3.13 Andlise Estatistica

Os dados dos histogramas foram analisados estatisticamente utilizando-se
andlise multivariada (MANOVA), seguido de teste post hoc de Tukey (nivel de
significancia estatistica P < 0.05), no programa SPSS. Devido a rejeicdo da
homogeneidade das amostras de histogramas no teste de Levene, valores obtidos

nos intervalos de fibras de cada rato, individualmente, foram convertidos a suas

75



raizes quadradas (transformacédo estabilizadora de variancia) [454]. Os demais
dados foram analisados (médias + erro padrdo médio) estatisticamente utilizando-
se ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc de Duncan (nivel de
significancia estatistica P < 0.05), no programa Statistica. Apenas para 0S pesos

dos animais, foi utilizado ANOVA para medidas repetidas.
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Figura 3.2: Areas de interesse aproximadas sobrepostas para analise na
medula espinhal (segmentos medulares L4-L6).
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Figura 3.4: Areas de interesse sobrepostas ao soma de motoneurdnios
CGRP-ir do corno ventral. Notar que regides nucleares séo evitadas. Rato
jovem (1000x). Barra = 10 um.
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Figura 3.5: Terminagcfes CGRP-ir nas laminas superficiais do corno dorsal
(rato jovem), com area de interesse sobreposta (100x).
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4. Resultados

Todos os animais realizaram seus treinamentos até o fim, sem perdas
amostrais. Nao houve recusas entre os animais velhos, na corrida ou escalada,

até as ultimas semanas.

4.1 Pesos

ANOVA para medidas repetidas ndo mostrou alteracdes significativas de

peso antes e apds os treinamentos.

4.2 Analise Morfolégica e Morfométrica dos Musculos

4.2.1 Morfologia

O preparo aqui utilizado néo € ideal para analise quantitativa ou qualitativa
de elementos do tecido conectivo entre as fibras. Na microscopia Optica de baixa
resolugcdo, pouca ou nenhuma diferenca pode ser observada entre controles e
animais exercitados, quando agrupados por idade. No entanto, comparando-se
jovens e velhos, foi possivel distinguir-se, no ultimos, um aumento, entre fibras
musculares, de adensamento de matriz conectiva, uma maior heterogeneidade da

substancia amorfa, e maior irregularidade de contornos vasculares (Figura 4.1).
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4.2.2 Histogramas

Para uma melhor ordem descritiva, mostrar-se-4 o padrao observado nos
jovens controles e os diferentes efeitos obtidos entre corrida e escalada nesta
idade. Entdo, serdo descritos os efeitos obtidos nos velhos, em ordem
semelhante, e depois comparadas as faixas etarias. Os histogramas (Figuras 4.2
para musculo soleo e 4.3 para musculo gastrocnémio) encontram-se dispostos por
grupos de ratos (cores), em valores medios de raizes quadradas dos percentuais
iniciais de fibras em cada intervalo de seccdo transversal (homogeneizacao
amostral). Os valores originais e a tabulacdo das raizes quadradas com
respectivas médias estéo dispostos nas tabelas 4.1 e 4.2, para os musculos so6leo
e gastrocnémico, respectivamente. Para valores de F e diferencas estatisticas

significativas para os musculos séleo e gastrocnémio, veja tabelas 4.3 e 4.4.

4.2.2.1 Séleo

O histograma de jovens controles (Figura 4.2, em azul escuro) mostra que
71,8% (31,0 + 40,8%) das fibras deste misculo apresentaram areas transversais
de didmetro intermediario, entre 2001 ym2 e 3000 ym2 (com predominancia no
intervalo 2501-3000 um2). Diferencas estatisticas significativas entre os jovens
controles e todos os demais grupos (velhos inclusos) foram encontradas no
intervalo de area 2500-3000pm2 (maior que todos). Ao comparar-se jovens
sedentarios aos jovens corredores e escaladores (Figura 4.2, cores vermelha e

amarela, respectivamente - indistintos entre si), verifica-se uma redistribuicdo de
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fibras neste intervalo (correspondendo a uma distribuicdo mais uniforme, isto €, a
diminuicdo da concentracdo de fibras nos intervalos intermediarios). Conclui-se,
assim, ter havido efeito redistributivo pelos treinamentos entre animais jovens,
porém sem maiores concentracfes estatisticamente significativas acima do
intervalo 2501-3000 um2 referente aos jovens controles. Isto mostra que néao
houve efeito de perfil hipertrofico significativo no musculo séleo dos animais

jovens, ainda que tenham sido obtidas modificacdes distributivas pontuais.

Velhos sedentérios (Figura 4.2, cor verde) apresentaram significativa
populacao de fibras menores que 1500 um2 em comparacédo com todos os outros
grupos (jovens inclusos), e o menor numero de fibras dentro do intervalo 2501-
3000 um2. Relacionando este maior numero de fibras de didmetro pequeno com
preponderéancia geral de fibras inferiores ao intervalo predominante nos jovens
sedentérios, observa-se um perfil atrofico esperado dentro do grupo de velhos
sedentarios, que foi corrigido indistintamente por ambas formas de exercicio nos
velhos corredores e escaladores (Figura 4.2, cores marrom e azul claro,
respectivamente). Entretanto, como nos jovens, corrida e escalada néo
apresentaram, no mausculo séleo, redistribuicdo estatisticamente significativa
acima do intervalo 2501-3000 uym2. Isto mostra que ndo houve efeito de perfil
hipertréfico significativo no musculo séleo dos animais velhos e que as estratégias
de treinamento podem reverter a atrofia em velhos, mas ndo produzem efeitos

histoldgicos distintos quanto a area transversal das fibras.
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4.2.2.2 Gastrocnémio

O histograma de jovens controles (Figura 4.3) mostra que 46,8% (22,6 +
24,2%) das fibras apresentam-se no intervalo de 2501 ym2 e 3500 ym2 (com
predominancia no intervalo 3001-3500 pm2). A esquerda do intervalo
predominante, entre 2001 um2 e 2500 ym2 (Figura 4.3, cor azul escura), jovens
controles apresentaram a menor meédia de fibras, enquanto velhos sedentarios
apresentaram a maior meédia (Figura 4.3, cor amarela). Isto mostra uma
preponderancia de fibras de maior diametro a direita do intervalo predominante em
jovens controles. Ao mesmo tempo, jovens escaladores (Figura 4.3, cor amarela)
obtiveram aumento significativo das fibras maiores que 4000 ym2 (diferenga de
todos os animais; p<0,05), revelando resposta de perfil hipertréfico nos jovens

submetidos a treinamento de resistido.

Velhos controles (Figura 4.3) apresentaram a maior média de fibras no
intervalo 2000-2500um2, mostrando um perfil atréfico de fibras (Figura 4.3, cor
verde). Este perfil atrofico foi revertido a um padrdo semelhante aos jovens, tanto
pela corrida quanto pela escalada (Figuras 4.3; cores marrom e azul claro,
respectivamente), exceto no grupo de fibras maiores que 4000 pm2, que
permaneceu aquém (diferenca estatistica significativa, p<0,05) dos percentuais
alcancados neste intervalo pelos jovens escaladores. Isto revela que os treinos de
corrida e resisténcia ndo apresentam diferencas entre si quanto ao perfil de

redistribuicdo no histograma, e que ambas as modalidades de exercicio revertem
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o perfil atrofico das fibras, porém sem obter-se nos velhos uma resposta de perfil

hipertréfico tdo intensa quanto nos jovens.

4.3 Atividade da Acetilcolinestase Muscular

Extratos de homogeneizados de musculos soOleo e gastrocnémio
apresentaram os valores mais altos em jovens, significativamente diferentes de
todos os animais velhos (Figura 4.4; p< 0,05). Em jovens corredores e
escaladores, houve equivalente reducéo da atividade enzimatica em relacdo aos
controles (p<0,05). Animais velhos, além de menores niveis de atividade
colinesterasica, apresentaram o mesmo efeito aos exercicios (p<0,05). Conclui-se
que, além de equivalentes entre si, ambas modalidades de exercicio favorecem a
acdo colinérgica ao diminuirem a atividade acetilcolinesterasica global de

musculos sdéleo e gastrocnémio (para valor de F, veja Tabela 4.5).

4.4 Medula Espinhal

4.4.1 Nissl no Corno Ventral (contagens de células)

Em concordancia com estudos prévios [253], animais jovens controles
apresentaram maior nimero de motoneurdnios no corno ventral (78,3 células:10
campos; veja Figuras 4.5 e 4.6) que velhos controles (53,8 células :10 campos;
p<0,05). Corrida ou escalada ndo mostraram efeitos significativos em nenhum

grupo (para valor de F, veja Tabela 4.5).

85



4.4.2 Imunorreatividade para GFAP (contagens de células)

4.4.2.1 Corno Ventral

Jovens controles apresentaram as mais baixas contagens de astrocitos
(206,7:10 campos; Figura 4.7). Jovens corredores e escaladores (322,5:10
campos, e 349,67:10 campos, respectivamente) ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, porém sofreram aumento significativo do numero de
astrocitos em relacdo aos seus controles (p<0.001). Velhos controles
apresentaram significativa astrogliose em relacdo a todos os jovens (620,33:10
campos, p<0,001), que foi revertida a niveis de jovens exercitados, tanto pela
corrida (403,5:10 campos; p<0,001), quanto pela escalada (278,17:10 campos;
p<0,001). Escaladores velhos apresentaram diminuicdo mais intensa da
astrogliose, significativamente distinta de velhos corredores (p<0,001), porém sem
que chegassem aos niveis de jovens controles (p<0,001) (para valor de F, veja

Tabela 4.5).

4.4.2.2 Corno Dorsal

Como no corno ventral, jovens controles apresentaram o0 menor numero de
astrdcitos, juntamente como jovens corredores (112:10 campos e 135:10 campos,
respectivamente; Figura 4.8), porém a escalada aumentou significativamente o

namero de astrocitos no corno dorsal (176:10 campos; p<0,001). Velhos controles,
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corredores e escaladores ndo foram diferentes entre si, mas apresentaram um
significativo aumento no numero de astrocitos (253,17:10 campos, 262,33:10
campos e 245:10 campos, respectivamente; p<0,001) em relacdo a todos os

jovens (para valor de F, veja Tabela 4.5).

4.4.3 Imunorreatividade para CGRP (Densitometria Optica)

4.4.3.1 Corno Ventral (densitometria Optica intracelular)

Motoneuronios alfa no corno ventral revelaram fraca marcacdo CGRP-ir

(Figura 4.9). A densitometria Optica intracelular de motoneurdnios (Figura 4.10)

revelou uma clara divisado entre animais jovens (iguais entre si) e velhos (idem), os

altimos apresentando maiores intensidades de imunorreatividade (p<0,001).

Contudo, nenhum grupo exercitado apresentou diferencas em relacdo a seus

controles (para valor de F, veja Tabela 4.5).

4.4.3.2 Corno Dorsal

Na densitometria Optica regional do corno dorsal ndo foram encontradas

diferencas estatisticas entre os grupos (Figura 4.11; veja valor de F, Tabela 4.5).

4.4.4 Atividade Histoquimica de Acetilcolinesterase (Densitometria Optica)

4.4.4.1 Corno Ventral
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Densitometria Optica regional do corno ventral revelou que jovens
exercitados (Figura 4.12; veja valor de F, Tabela 4.5) apresentaram aumento
significativo da expressao histoquimica de AChE em comparacdo com seus
controles (p<0,001). Velhos controles apresentaram niveis ainda menores que
jovens controles (p<0,05), enquanto velhos exercitados apresentaram aumentos

equivalentes, entre si e aos jovens exercitados (p<0,05).

4.4.4.2 Corno Dorsal

Na densitometria Optica regional do corno dorsal, a expressdo de AChE
(veja Figuras 4.13 e 4.14; veja valor de F, Tabela 4.5) sofreu diminuigdo
significativa apenas entre jovens escaladores (p<0,001). Apesar de
estatisticamente iguais a jovens controles ou corredores, os velhos controles e
corredores apresentaram tendéncias a médias menores. Velhos escaladores
sofreram diminuicéo leve de AChE no corno dorsal (diferentes apenas de jovens

controles; p<0,05).

4.4.5 Imunorreatividade para 5-HT (Densitometria Optica)

4.45.1 Corno Ventral

Na densitometria Optica regional do corno ventral, a expressdo de 5-HT

(veja Figuras 4.15 e 4.17; veja valor de F, Tabela 4.5) sofreu diminuigdo
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significativa apenas entre jovens escaladores (p<0,05). Apesar de estatisticamente
iguais a jovens controles ou corredores, os velhos controles e corredores
apresentaram tendéncias a médias menores. Velhos escaladores sofreram
diminuicdo leve de 5-HT, analogamente aos jovens submetidos a este exercicio

(diferentes apenas de jovens controles; p<0,05).

4.4.5.2 Corno Dorsal

Na densitometria Optica regional do corno dorsal (veja Figuras 4.16 e 4.18;

veja valor de F, Tabela 4.5), apenas o grupo de jovens corredores apresentou

aumento significativo de imunoexpressao em relacao a seus controles (p<0,05).
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4.5. LEGENDAS - RESULTADOS

ABREVIACOES:

JS - jovens sedentarios
JC - jovens corredores
JE - jovens escaladores
VS - velhos sedentarios
VC - velhos corredores

VE - velhos escaladores

Significancia estatistica nos gréficos: média + erro médio padrao; *, P <0.05; **, P

<0.01; ***, P< 0.001.
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Figura 4.1: Fibras do musculo s6leo (azul de toluidina; cortes semifinos -
200x).
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Figura 4.2: Histogramas do musculo soéleo. Linhas representam meédias de
raizes quadradas dos percentuais obtidos por 100 fibras [média (N % no intervalo)
de 5 ratos/grupo]. Jovens Sedentarios (JS) = azul escuro, Jovens Corredores (JC)
= vermelho, Jovens Escaladores (JE) = amarelo, Velhos Sedentarios (VS) =
verde, Velhos Corredores (VC) = marrom, Velhos Escaladores (VE) = azul claro.

Diferencas significativas foram encontradas nos intervalos (<1500um2) e (2501-

3000pum2). Para consultar valores, veja tabela 4.1. Para consultar valores de F e
diferencas pormenorizadas, veja tabela 4.3.

Histogramas do Musculo Séleo

Médias das raizes quadradas (V%)
w BN
N\
11
® O u

S O O S O
S O S S S
S D ©

Intervalo (um?2)

92



Figura 4.3: Histogramas do musculo gastrocnémio. Linhas representam
médias de raizes quadradas dos percentuais obtidos por 100 fibras [média (N %
no intervalo) de 5 ratos/grupo]. Jovens Sedentéarios (JS) = azul escuro, Jovens
Corredores (JC) = vermelho, Jovens Escaladores (JE) = amarelo, Velhos
Sedentarios (VS) = verde, Velhos Corredores (VC) = marrom, Velhos Escaladores
(VE) = azul claro. Diferencas significativas foram encontradas nos intervalos
(2001-2500 um?2) e (>4000 pm?2). Para consultar valores, veja tabela 4.2. Para
consultar valores de F e diferencas pormenorizadas, veja tabela 4.4.

Histogramas do Musculo Gastrochémio

7Z2NE

<1500 1501-2000 2001-2500 2501-3000 3001-3500 3501-4000 >4000

w B [¢)]

Médias das raizes quadradas (V%)
N

Intervalo (um2)
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Tabela 4.1a: contagens de fibras do musculo séleo (100 fibras por rato) por
intervalos de diametros transversais (Um?). Ratos por grupo = 5.

grupos <1500 1501-2000  2001-2500  2501-3000  3001-3500  3501-4000 >4000
is 0 3 22 54 14 5 2
is 0 17 42 33 4 3 1
is 0 13 31 45 4 7 0
is 1 17 27 41 11 1 2
is 0 5 33 31 16 13 2
ic 0 5 12 30 26 18 9
ic 0 0 10 42 38 10 0
ic 0 6 27 31 25 10 1
ic 0 0 2 24 42 27 5
ic 9 47 35 5 3 0 1
je 0 0 0 5 8 26 61
e 1 14 34 27 14 8 2
je 3 43 37 15 2 0 0
je 0 2 6 41 25 21 5
e 8 47 28 11 3 3 0
Vs 7 29 25 16 13 8 2
Vs 47 21 17 10 5 0 0
Vs 22 51 14 5 4 1 3
Vs 4 36 18 28 13 1 0
Vs 31 29 14 13 10 3 0
Ve 0 3 14 19 34 29 1
ve 3 18 35 31 7 6 0
Ve 15 22 19 24 12 7 1
ve 0 2 12 43 28 13 2
Ve 5 11 20 29 20 14 1
ve 5 15 19 30 14 6 11
ve 4 8 39 41 7 1 0
ve 6 25 38 26 2 3 0
ve 0 1 8 24 33 33 1
ve 4 12 26 30 14 11 3
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Tabela 4.1b: contagens de fibras do masculo so6leo (100 fibras por rato) por
intervalos de diametros transversais (um?), convertidas a suas raizes quadradas
para homogeneizacdo da amostra e médias. Ratos por grupo = 5.

Ratos V(<1500)  V(1501-2000) V(2001-2500) V(2501-3000) V(3001-3500) +(3501-4000)  (>4000)
s 0 1,73 4,69 7,35 3,74 2,24 1,41
s 0 4,12 6,48 5,74 2 1,73 1
js 0 3,61 5,57 6,71 2 2,65 0
s 1 4,12 5,2 6,4 3,32 1 1,41
js 0 2,24 5,74 5,57 4 3,61 1,41

média 0,2 3,16 5,54 6,35 3,01 2,24 1,05
ic 0 2,24 3,46 5,48 5,1 4,24 3
ic 0 0 3,16 6,48 6,16 3,16 0
ic 0 2,45 5,2 5,57 5 3,16 1
ic 0 0 1,41 4,9 6,48 5,2 2,24
ic 3 6,86 5,92 2,24 1,73 0 1

média 0,6 2,31 3,83 4,93 4,9 3,15 1,45
je 0 0 0 2,24 2,83 51 7,81
je 1 3,74 5,83 5,2 3,74 2,83 1,41
je 1,73 6,56 6,08 3,87 1,41 0 0
je 0 1,41 2,45 6,4 5 4,58 2,24
je 2,83 6,86 5,29 3,32 1,73 1,73 0

média 1,11 3,71 3,93 4,2 2,94 2,85 2,29
\s 2,65 5,39 5 4 3,61 2,83 1,41
s 6,86 4,58 4,12 3,16 2,24 0 0
s 4,69 7,14 3,74 2,24 2 1 1,73
Vs 2 6 4,24 5,29 3,61 1 0
s 5,57 5,39 3,74 3,61 3,16 1,73 0

média 4,35 5,7 4,17 3,66 2,92 1,31 0,63
\C 0 1,73 3,74 4,36 5,83 5,39 1
\C 1,73 4,24 5,92 5,57 2,65 2,45 0
\C 3,87 4,69 4,36 4,9 3,46 2,65 1
\C 0 1,41 3,46 6,56 5,29 3,61 1,41
\C 2,24 3,32 4,47 5,39 4,47 3,74 1

média 1,57 3,08 4,39 5,35 4,34 3,57 0,88
ve 2,24 3,87 4,36 5,48 3,74 2,45 3,32
ve 2 2,83 6,24 6,4 2,65 1 0
ve 2,45 5 6,16 5,1 1,41 1,73 0
ve 0 1 2,83 4,9 5,74 5,74 1
ve 2 3,46 5,1 5,48 3,74 3,32 1,73

média 1,74 3,23 4,94 5,47 3,46 2,85 1,21
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Tabela 4.2a: contagens de fibras do musculo gastrocnémio (100 fibras por rato)
por intervalos de diametros transversais (um?). Ratos por grupo = 5.

grupos <1500 1501-2000  2001-2500  2501-3000  3001-3500  3501-4000 >4000
is 1 5 5 29 30 21 9
is 0 0 4 27 28 19 22
is 0 0 2 16 24 22 36
is 0 1 12 32 37 12 6
is 31 39 17 9 2 2 0
ic 0 0 10 38 24 19 9
ic 9 34 18 25 10 3 1
ic 0 3 14 29 32 17 5
ic 12 27 21 21 6 9 4
ic 0 11 18 36 20 11 4
je 0 8 10 16 11 18 37
je 0 3 7 18 14 26 32
je 2 6 11 16 27 24 14
e 20 41 16 18 4 1 0
e 0 9 10 31 9 21 20
s 17 27 18 17 14 6 1
s 10 25 19 36 7 2 1
s 2 10 35 39 11 3 0
s 6 28 19 25 18 4 0
s 5 39 13 31 10 2 0
v 1 10 17 25 16 16 15
v 4 17 18 34 9 7 11
v 11 23 13 31 12 8 2
Ve 0 7 19 49 17 7 1
v 2 5 7 28 24 24 10
ve 5 9 14 39 15 17 1
ve 8 19 17 39 10 4 3
ve 4 12 15 31 10 17 11
ve 10 32 17 19 15 6 1
ve 0 2 4 31 34 21 8
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Tabela 4.2b: contagens de fibras do musculo gastrocnémio (100 fibras por rato)

por intervalos de diametros transversais (Um?), convertidas a suas raizes
quadradas para homogeneizacédo da amostra e médias. Ratos por grupo = 5.

Ratos
is
is
js
js
js

média

ic
ic
jc
jc
jc
média

J(<1500)
1
0
0
0
5,57
1,31

= w
N O DN O Wwo
© o)

1,41
4,47

1,18
4,12
3,16
1,41
2,45

2,24
2,68

3,32

1,41
1,55

2,24
2,83

3,16

2,05

V(1501-2000) V(2001-2500) V(2501-3000) (3001-3500) ~(3501-4000)

2,24
0
0
1

6,24

19

0
5,83
1,73

5,2
3,32
3,22

2,83
1,73
2,45

6,4

3,28

5,2

3,16
5,29
6,24
4,98

3,16
4,12
4,8
2,65
2,24
3,39

4,36
3,46
5,66
1,41
3,58

2,24
2
1,41
3,46
4,12
2,65

3,16
4,24
3,74
4,58
4,24
3,99

3,16
2,65
3,32
4
3,16
3,26

4,24
4,36
5,92
4,36
3,61
4,5

4,12
4,24
3,61
4,36
2,65
38

3,74
4,12
3,87
4,12
2
3,57

5,39
5,2
4
5,66
3
4,65

6,16
5
5,39
4,58
6
5,43

4
4,24
4
4,24
5,57
4,41

4,12
6
6,24
5
5,57
5,39

5
5,83
5,57

7
5,29
574

6,24
6,24
5,57
4,36
5,57
5,6

5,48
5,29
4,9

6,08
1,41
4,63

4,9
3,16
5,66
2,45
4,47
4,13

3,32
3,74
5,2
2
3
3,45

3,74
2,65
3,32
4,24
3,16
3,42

3,46
4,12
4,9
3,9

3,87
3,16
3,16
3,87
5,83
3,98

4,58
4,36
4,69
3,46
1,41
3,7

4,36
1,73
4,12
3
3,32
3,31

4,24
51
4,9

1

4,58

3,96

2,45
1,41
1,73

1,41
1,8

2,65
2,83
2,65
4,9
3.4

4,12

4,12
2,45
4,58
3,46

\(>4000)
3
4,69
6
2,45
0
3,23

6,08
5,66
3,74

4,47
3,99

O OO RFr k-

3,87
3,32
1,41

3,16
2,55
1,73

3,32

2,83
1,98
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Tabela 4.3: Morfometria do Musculo

omitidos)

Soleo (valores nao significativos foram

Tamanho de fibras (um?)

Valor de F

Diferencas Significativas
(grupo:grupo) (p)

<1500 F (5,24) = 5,789 VS: JS, JC, JE, VC, VE
(p=0,001)
1501-2000 - -
2001-2500 L L
2501-3000 F (5,24) = 3,446 JS: JC, JE, VS, VC, VE
(p=0,017) VS: JS, JC, JE, VC, VE
3001-3500 o _
>3501

Tabela 4.4: Morfometria do Musculo Gastrocnémio (valores nado significativos

foram omitidos)

Tamanho de fibras (um?)

Valor de F

Diferencas Significativas
(grupo:grupo) (p)

<1500

1501-2000

2001-2500

F (5,24) = 3,183
(p=0,024)

JS:JC, JE, VS, VC,VE
VS: JS, JC, JE, VC, VE

2501-3000

3001-3500

3501-4000

>4000

F(5,24) = 3,097
(p=0,027)

JE: JS, JC, VS, VC, VE
VS: JS, JC, JE, VC, VE
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Tabela 4.5: Valores de F

Reacédo

Valor de F

Atividade da AChE

F (5,30) = 2,534 (p=0,04)

Motoneurénios no Corno Ventral

F (5,30) = 8,581 (p=0,001)

Astrdcitos no Corno Ventral

F (5,30) = 53,274 (p=0,001)

Astrocitos no Corno Dorsal

F (5,30) = 51,18 (p=0,001 )

CGRP em Motoneurdnios

F (5,30) = 10,746 (p=0,001)

CGRP no Corno Dorsal

AChE no Corno Ventral

F (5,30) = 9,586 (p=0,001)

AChE no Corno Dorsal

F (5,30) = 12,099 (p=0,001 )

5-HT no Corno Ventral

F (5,30) = 2,857 (p=0,0316 )

5-HT no Corno Dorsal

F (5,30) = 2,636 (p=0,0432 )
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Figura 4.4 - Atividade da Acetilcolinesterase Muscular
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Figura 4.5 - Numero de motoneurénios alfa no corno ventral.
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Figura 4.6: Motoneurénios no corno ventral da medula espinhal (coloragdo
de Nissl — 100x). Notar a diminuicao geral do numero de motoneurénios em
imagens de ratos velhos. Barra = 100 pm.
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Figura 4.7 - Numero de Astrécitos no Corno Ventral
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Figura 4.8 - Numero de Astrocitos no Corno Dorsal
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Figura 4.9: Motoneurénios CGRP-ir fracamente positivos no corno ventral,
agrupados (seta). Rato velho sedentério (200x). Barra = 50 um.
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Figura 4.10 - CGRP-ir em motoneurdnios.
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Figura 4.12 - AChE-r no corno ventral.
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Figura 4.13 - AChE-r no corno dorsal.
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JS VS

Figura 4.14: Imagens digitais AChE-r do corno dorsal (100x). Note area de
interesse (ADI) para medida de densitometria 6ptica em JS, e diminuicao da
reacao em JE. Barra = 100 pum.
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Figura 4.15 - 5-HT-ir no corno ventral.
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Figura 4.17: Imagens digitais 5-HT-ir do corno ventral. Note area de interesse
(ADI) para medida de densitometria 6ptica em JS, e diminuicdo de
imunorreacdo em JE (100x). Barra = 100 pm.




Figura 4.6: Imagens digitais 5-HT-ir do corno dorsal. Note area de interesse
(ADI) para medida de densitometria 6ptica em JS, , e discreto aumento de
imunorreacdo em JC (100x). Barra = 100um.
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5. Discussao

Neste estudo, submetemos duas faixas etarias de ratos adultos machos
Wistar a diferentes modalidades de treinamento fisico, com base em modelos de
exercicio ja comparados anteriormente em ratos jovens em NnoOSSO proprio
laboratorio, para outro fim (regeneracdo de nervo periférico) [421]. Os modelos de
treinamento mostraram-se factiveis para ambas faixas etarias, sendo realizados
até o término. Apesar da auséncia de realizacéo de provas e testes funcionais nos
animais antes e apos o periodo de treinamento, a progressividade inerente e as
intensidades finais de ambos treinamentos, bem como os relatos prévios na
literatura para estes modelos [220, 421-423], atestam a melhora funcional final dos

animais.

Comparar programas distintos de treinamento como aqueles utilizados aqui
continua a ser uma tarefa complexa em desenho experimental. O treinamento de
endurance foi baseado nos valores iniciais obtidos em um teste de esforgo
maximo (TEM), mas um teste equivalente para treinamento resistido ndo foi
utilizado. Deste modo, animais velhos realizaram o0 mesmo treinamento resistido
que 0sS animais jovens, com progressdo semanal fixa de cargas ao longo do
experimento. Agravando possiveis viéses de desenho experimental, observou-se
maiores pesos corporais nos animais velhos e menor capacidade fisica no TEM.
Isto evidencia que os velhos escaladores iniciaram seus treinamentos com cargas
proporcionalmente maiores, erguendo-se na grade, e possivelmente, com menor

capacidade muscular relativa. Além disso, nem o treinamento de endurance
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tampouco o treinamento resistido tiveram qualquer efeito sobre 0s pesos corporais
nos dois grupos etarios, mostrando que estas diferencas se mantiveram durante
todo o experimento. Levando-se em consideracdo que os ratos Wistar velhos
apresentavam significativo perfil atréfico dos musculos séleo e gastrocnémio
verificado nos histogramas, seria adequado propor-se que, em condicbes de
criacao padréo, estes animais sejam melhor definidos como um modelo animal de
obesidade sarcopénica, em que 0 peso corporal aumenta, mas a massa muscular

diminui.

Por outro lado, tanto o treinamento de endurance quanto o treinamento
resistido foram graduais e progressivos. Ambos foram realizados por todos os
animais, sem recusas significativas ou mortes, e aparentemente bem tolerados.
Do ponto de vista clinico, a avaliacao de cargas em humanos é feita deste modo,
em que a capacidade de realizacdo das séries ao exercicio é a principal forma de
avaliacdo para a prescricao de intensidade. Contudo, o autor reconhece que um
programa de treinamento de forga com base em um teste maximo dindmico para
roedores seria desejavel no futuro, para melhores comparacdes entre 0s

diferentes grupos etarios e/ou géneros.

Se por um lado, comparacdes entre jovens e velhos (ou diferentes
exercicios), quanto aos efeitos do exercicio resistido entre diferentes idades,
teriam andlises de desfecho parcialmente comprometidas por este viés de
desenho, a analise e comparacao de efeitos dos treinamentos dentro das faixas

etarias, e as comparacbes dos efeitos do treinamento de endurance entre
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diferentes faixas etarias, sdo de maior consisténcia. Além disto, avaliacdes
histologicas dos musculos gastrocnémio e soéleo permitiram complementar as
analises dos efeitos pretendidos quanto aos treinamento de endurance e resistido
isoladamente, isto €, melhora do desempenho em corrida e hipertrofia muscular.
Os resultados permitem, na opinido do autor, extrapolagdes significativas, que

serdo mencionadas a seguir.

No musculo séleo de ratos jovens, o treinamento de endurance e o
treinamento resistido ndo causaram respostas de perfil hipertréfico que pudessem
ser detectadas pelos perfis de histogramas, mostrando que estes treinamentos, no
séleo, sdo menos propensos a produzir efeitos diferentes no diametro das fibras.
Isto € compativel com os dados da literatura, em que fibras predominantemente
lentas no musculo séleo sdo responsaveis pela manutencdo da postura
antigravitacional e da marcha de longa distancia [197, 423], e que este musculo é

pouco propenso a hipertrofia.

O treinamento resistido, portanto, ndo modificou nos ratos jovens a
distribuicao de fibras em histograma do musculo séleo. Isto levanta a hipétese de
que este musculo poderia ser menos recrutado em detrimento de outros, quando a
forca de impulsédo (como na grade de escalada) se faz necessaria. A hipotese de
nado-recrutamento do soéleo na grade de escalada seria confirmada se ratos velhos
sedentarios ndo tivessem apresentado um perfil atréfico significativo de fibras do
musculo séleo, que foi, de fato, revertida ao padrdo de jovens sedentarios pela

corrida e escalada.
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Esta reversdo mostra que o soéleo foi recrutado nos animais velhos
escaladores. Ainda assim, com base neste fato, poder-se-ia inferir que a
movimentacdo dos velhos escaladores apresentasse um recrutamento misto de
musculos gastrocnémio e soleo, 0 que nao aconteceria no jovem (que utilizaria
apenas o gastrocnémio, que apresentou hipertrofia em jovens escaladores). Ou,
mais provavel, o soleo seria recrutado para esta movimentacdo em ambas as
faixas etarias, porém as mudancas causadas pelo exercicio resistido envolveriam
alteracbes bioquimicas e de eficiéncia de contracdo que nao resultariam em
hipertrofia e nem seriam detectadas pela simples analise de histograma,
especialmente nos jovens. Isto também é sugerido pela literatura, onde diferentes
isoformas de cadeias pesadas de miosina podem ser mais ou menos expressas
apos exercicios resistidos, sem que se encontre modificacdes de tamanho do

musculo soleo [185].

Outra questéo envolve a sinalizacao sistémica de hormonios cuja secre¢ao
encontra-se aumentada no exercicio, como IGF-1, e a melhora da sensibilidade
muscular aos efeitos da insulina [432]. O fato de ratos Wistar velhos terem menor
sensibilidade a insulina j& descrita pode ser, por si s, um fator contribuinte para a
sarcopenia [54-56]. O desfecho observado nas fibras do s6leo (auséncia de
resposta de perfil hipertréfico em jovens treinados, correcdo de perfil atrofico em
velhos treinados) pode ter sido influenciado através de fatores de crescimento
presentes na circulacao, incluindo aqueles secretados pelo préprio gastrocnémio,

por mudancgas na sensibilidade a insulina no proprio musculo.
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Contrariamente ao sOleo, no musculo gastrocnémio, ratos jovens
escaladores exibiram um aumento significativo na populacdo de fibras de maior
didametro transversal (acima de 4000 pm2), revelando uma resposta de perfil
hipertréfico significativa. Por sua vez, a mesma resposta hipertréfica ndo foi
encontrada no grupo de velhos escaladores. O fato do padrdo atréfico encontrado
em velhos sedentarios ter sido revertido, pelo treino resistido, para o padrdo de
distribuicdo de fibras encontrado nos jovens sedentarios, mostra que 0 musculo
gastrocnémio era recrutado para a realizacdo da subida em grade tanto em um
grupo etario quanto em outro. Porém, os velhos escaladores melhoraram seu perfil
atréfico, corrigindo-o, mas ndo assumindo um fenétipo de perfil hipertréfico de
distribuicdo de fibras dos jovens escaladores. Este desfecho (hipertrofia em jovens
escaladores, correcdo de atrofia em velhos escaladores) mostra que ambas
modalidades de exercicio (corrida e escalada) possuiam resultados diferentes na
hipertrofia muscular em jovens. E mostra também que um mesmo treinamento
capaz de causar um perfil hipertréfico em jovens (e que se confirmou como
estratégia adequada para se atingir hipertrofia) falhou em causa-la em velhos,
apesar de corrigir o perfil atréfico. Esta mesma melhora do padrdo atrofico

também foi encontrada em velhos corredores.

Esta resposta para o masculo gastrocnémio, se fosse analoga para grupos
musculares semelhantes em seres humanos, estaria em contraste com relatos
anteriores de que o treinamento de forca é um método bem documentado para

evitar sarcopenia, em comparacao as estratégias de treinamento aerdbias, ou de
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endurance. Por outro lado, poderia significar que as analises baseadas em
respostas do triceps sural de ratos nem sempre representam respostas
musculares analogas em seres humanos. Um outro aspecto diz respeito a melhora
funcional advinda do aumento da forca e da poténcia musculares, que sao
proporcionais, mas nao unicamente relacionados, ao diametro transversal das
fibras musculares. Neste aspecto, seriam necessarios estudos das propriedades
tensionais e contrateis de fibras e tendbes, e da composicdo de diferentes
subpopulacdes de fibras dos musculos do triceps sural segundo classificacdes
histoquimicas e bioquimicas, para afirmar-se que os treinos de endurance e forca

ndo apresentam desfechos distintos sob tais critérios, o que seria improvavel.

Contudo, a auséncia de distingdo entre histogramas do gastrocnémio de
ratos velhos entre os diferentes treinos (ainda que revertido o perfil atréfico em
ambos grupos) corrobora 0 senso comum, de que a capacidade de hipertrofiar
determinado grupo muscular sob o treino resistido decresce com a idade.
Entretanto, consideradas validas ou ndo estas alternativas, é exatamente na
andlise comparativa dos efeitos do treinamento resistido sobre gastrocnémio entre
diferentes faixas etarias que a proporcionalidade da prescricdo de exercicios
resistidos na auséncia de um teste maximo se fragiliza. Na opinido do autor, estas

hipéteses mereceriam uma confirmagdo cuidadosa através de um novo

experimento.

O extratos musculares apresentaram maior atividade da AChE nos animais

jovens, com reducdo em ambos os jovens corredores e escaladores. Uma reducéo
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equivalente foi observada em velhos corredores e escaladores, quando
comparados aos ratos velhos sedentarios, mostrando que ambos tipos de treino
diminuem a atividade da AChE nos musculos dos membros posteriores. Isto faz
sentido, ao interpretar-se que uma diminuicdo da acdo colinesterasica seria uma
forma de aumentar a acdo da acetilcolina na JNM. Por outro lado, no corno ventral
da medula espinhal, ratos velhos sedentarios apresentaram uma menor
reatividade no corno ventral para a AChE do que jovens. Entretanto, ao contrario
dos mdusculos, na medula espinhal, jovens e velhos grupos exercitados
apresentaram um aumento significativo na reatividade a AChE em comparacéo
aos seus pares. Estes dados revelam efeitos opostos do exercicio sobre a acéo
colinesterasica no musculo em comparacdo a medula espinhal. Uma possivel
explicacdo é que uma parte da AChE neuronal deve ser transportada para o JNM,
devido a maior atividade colinérgica na JNM. Se, aqui, encontra-se uma
contradicdo aparente (diminui a produgdo muscular de AChE versus aumenta a
producdo neuronal de AChE), isto seria possivel devido a quantidade de isoformas
possiveis da AChE, em que a maior parte da AChE encontrada na JNM é do tipo
assimétrica, porém aquela fracdo que mais aumenta com a atividade é a forma
globular G4 [307,315,316]. Ao mesmo tempo, a diminuicdo da AChE periférica
poderia, pelo menos no contetdo dependente de sintese pré-sindptica, ser devida
a retencdo central da enzima, um fendmeno hipotético e ndo encontrado na

literatura.

Por outro lado, apesar de alguma atividade colinesterasica na JNM ser de

origem pré-sindptica, por transporte axonal antidrbmico motoneuronal, ha também
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um componente bem documentado de atividade colinesterasica no corno ventral
desempenhada por interneurdnios, tais como as células de Renshaw. Células de
Renshaw recebem aferéncias colinérgicas e glutamatérgicas de motoneurdnios
alfa e enviam terminais glicinérgicos hiperpolarizantes inibitérios a um ou mais
motoneurdnios alfa, a chamada inibicao recorrente [433,434]. A inibicdo recorrente
esta deprimida durante fortes contracdes voluntarias, ou em situagdes patologicas,
como no espasmo tetanico. Contudo, embora seja presumivel que niveis mais
altos de atividade motoneuronal podem aumentar a liberagcéo colinérgica no corno
ventral, ndo foram encontradas diferencas entre diferentes formas de treinamento

com as metodologias utilizadas neste estudo.

No corno dorsal, a reatividade da AChE mostrou uma diminuigcdo no grupo
de jovens escaladores, apenas. Uma tendéncia de reducdo analoga também foi
observada em ratos velhos escaladores. O motivo para esta especifica diminuicdo
da AChE causada pelo exercicio resistido é desconhecida, e mais ainda a razéo
de uma determinada forma de exercicio associada a altas frequéncias de disparo
motoneuronal, como é o caso do exercicio resistido, promover estas alteracdes no
corno dorsal. A neurotransmissao colinérgica no corno dorsal esta no controle de
vias nociceptivas diretas, ao invés de vias motoras [364-371]. Uma excec¢ao para
este modelo advém do fato de que, quando ativados aferentes nociceptivos,
conexdes entre os cornos dorsal e ventral da medula espinhal podem causar
ativacao reflexa de motoneurénios alfa [414]. Isto pode ocorrer tanto através dos
arcos-reflexo segmentares (como os reflexos tendinosos profundos que, a

principio, ndo envolveriam circuitos complexos de interneurbnios), quanto através
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dos circuitos de interneurénios envolvidos no GPC [414]. Estes ultimos possuem
uma participacdo de sinapses colinérgicas do corno dorsal na geracdo de
episodios de ativacdo de motoneurdnios alternados direita-esquerda e marcha
ficticia na medula espinhal. Se o exercicio resistido, que modificou a atividade
colinesterasica no corno dorsal tanto em jovens quanto em velhos, estaria
relacionado a estes circuitos motores ou sensoriais € uma hipotese que

permanece ainda a ser testada.

A queda do numero de motoneurdnios nos ratos velhos em comparacao
aos jovens é bem descrita na literatura [253], e os resultados aqui obtidos
mostram-se coerentes. Ao contrario dos numeros de motoneurbnios, que néo
foram afetados pelo exercicio em qualquer idade, os nimeros de astrocitos no
corno ventral mostraram grande variacdo entre diferentes faixas etérias, em
concordancia com a literatura (vide a secdo introdutéria da tese), e também
demonstrando que o aumento de GFAP na medula espinhal decorre do aumento
do numero de astrocitos GFAP-positivos. Ao mesmo tempo, as contagens
astrocitarias mostraram grande plasticidade e efeitos opostos em diferentes
idades. Em ratos jovens, o exercicio aumentou o numero de astrocitos (o grupo de
jovens sedentarios apresentou as menores contagens em comparac¢ao a todos os
outros). Em ratos velhos, a corrida e, principalmente, o treino resistido, diminuiram
a astrogliose relacionadas com a idade. No corno dorsal, ratos jovens exercitados
também exibiram maior nimero de astrécitos, mas nos grupos velhos nenhum
efeito dos treinos foi observado. Isto sugere diferentes papéis desempenhados

pelos astrocitos em diferentes idades. Nos jovens, a ativacdo motoneuronal
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poderia aumentar a demanda pelo tamponamento sinaptico através da captacao
de ions, de glutamato e fornecimento a neurénios de glicose e lactato. Em ratos
mais velhos, por sua vez, a astrogliose € onipresente em todo o sistema nervoso

central, mas seu papel ainda é controverso (vide Introducéo).

Nos velhos, como ja foi mencionado na secéo introdutéria desta tese, os
astrocitos estdo geralmente aumentados (hipertrofiados e em maior nimero) em
areas de perda ou lesdo neuronal ou na degeneracéo de sinapses. A habilidade
de astrocitos de responder a lesdo, contudo, € muitas vezes comprometida, e a
ativagdo neuronal pode diminuir o nimero de astrdcitos, em algumas é&reas do
SNC. Uma outra questdo refere-se a diminuicdo de astrécitos observada no
hipocampo de animais velhos exercitados, a ser descrita na segunda parte desta
tese. N&o é possivel dizer se as respostas astrociticas observadas no SNC de
animais exercitados, isto €, a reversdo de um fenétipo velho, foram causadas por
fatores intrinsecos aos neurdnios, ou aos circuitos diretamente relacionados a
locomocgdo e a marcha, dos quais fazem parte. Ou se a diminuicdo astrocitica
respondeu a fatores externos aquelas regifes. Neste aspecto, a presenca de
neurotrofinas, como o BDNF, tanto local quanto no liquido céfalo-raquidiano, e
hormonios na circulagdo sistémica, como o IGF-1, aumentam com a atividade
fisica [435, 436] e estdo envolvidos em algumas respostas favoraveis no
hipocampo de mamiferos, em especial na neurogénese hipocampal. O mesmo,
em teoria, poderia acontecer nos circuitos da medula espinhal. No entanto, se esta
fosse uma causa da reducdo de astrécitos no corno ventral, assim deveria ser

também no corrno dorsal, o que ndo aconteceu. Isto complica a andlise destes
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dados, mas endossa que, a0 menos no corno ventral, o exercicio fisico favorece a
diminuicdo da astrogliose a um nivel de animais mais jovens. Este &,
provavelmente, um efeito benéfico, ja que no envelhecimento, a astrogliose é
associada a degeneracao e perda de motoneurénios alfa e de sinapses no corno
ventral.

E finalmente, a diminuicdo de células GFAP-ir na medula espinhal
observada ao fim dos treinos de endurance e resistido em ratos velhos, bastante
significativa, levanta a questdo do destino destas células. Se estas células entram
em apoptose ou apenas perdem seu conteudo de GFAP por desfosforilagdo dos
filamentos intermediarios sdo questdes a serem respondidas. Uma apoptose tao
significativa dentro da medula espinhal, e num periodo de apenas poucas
semanas, certamente recrutaria células fagocitarias microgliais. Um aumento
microglial acompanhando a diminuicdo astrocitica seria uma hipotese bem

plausivel a ser testada futuramente.

A densidade Optica intracelular de CGRP em motoneurdnios revelaram uma
clara diferenca de intensidade entre os animais jovens (similares entre si) e velhos
(similares entre si), sendo encontradas, nos Ultimos, as maiores
imunorreatividades. Isto estd parcialmente de acordo com os dados anteriores
[437], exceto que nOs encontramos, paralelamente a este aumento de CGRP
motoneuronal relacionado a idade, um aumento no nimero de motoneur6nios
CGRP-ir no corno ventral. No entanto, nenhum treino, fosse de endurance ou
resistido, teve qualquer efeito sobre a CGRP-ir no corno ventral de ratos jovens ou

velhos. Isto ndo esta de acordo com a literatura prévia (vide Introducdo), que
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sugere aumento do neuropeptideo em paralelo ao aumento de atividade
motoneuronal. Uma possivel explicacdo para esta discrepancia € que néo
realizamos ligaduras do isquiatico antes da eutanasia, o que interrompe o
transporte axonal e acumula o contetudo proximal do neuropeptideo, aumentando
a sensibilidade da deteccdo imunoistoquimica [272-274]. Isto é corroborado pela
fraca imunorreatividade intracelular de CGRP motoneuronal que foi constatada em
todos os grupos estudados. Por outro lado, um aumento de neuropeptideo
também poderia ser acompanhado de aumento no fluxo de transporte axonal, o
que responderia por menor quantidade detectavel no soma dos jovens. O mesmo
poder-se-ia dizer do acumulo no soma de ratos velhos, mas estas hip6teses sdo
especulativas. Como o CGRP poderia, a principio, modular a atividade da AChE
na JNM, ou mesmo na medula espinhal, e o exercicio alterou niveis de
colinesterase musculares e na medula neste experimento, este resultado se
mostra inesperado e inexplicavel. O autor considera, portanto, que a auséncia de
alteragbes na imunorreatividade do CGRP motoneuronal nesta tese se deve a
técnica utilizada, pois estudos prévios indicam fortemente a participacdo do CGRP
nos processos aqui estudados. O bom resultado da reagcdo no corno dorsal
também reforca que a imunorreatividade encontrada no corno ventral dos mesmos
cortes histolégicos nao foi artefatual, e que a auséncia de ligadura isquiatica pode
ter comprometido a sensibilidade de deteccdo das alteracdes pretendida aqui.
Futuramente, portanto, seria pertinente a busca por possiveis modificacdes

utilizando-se técnicas mais sensiveis, como immunoblotting ou hibridizacao in situ.

121



No corno dorsal, CGRP esta presente principalmente em terminais de
axonios de aferentes primarios cujos corpos estao localizados nos ganglios das
raizes dorsais dos nervos espinhais, e que projetam-se as laminas | a 11l do corno
dorsal. Alteracdbes na CGRP-ir no corno dorsal sao freqientes em eventos
neuropaticos agudos, tais como rizotomia dorsal ou lesdes isquiaticas (como
ligaduras cronicas - vide Introducéo). O autor interpreta a auséncia de alteracdes
de CGRP-ir induzidas pelo exercicio no corno dorsal como auséncia simples de
influéncia sobre neurdnios pseudounipolares e seu conteudo sinaptico em

condicOes ndo neuropaticas.

Até a redacdo desta tese, ndo se encontrou descricdo de reducdo de
serotonina no corno ventral causada por treinamento resistido, e a explicagcéo para
isso € apenas especulativa. A serotonina desempenha um papel na ativacao do
gerador de padréo central de movimentos alternados dos membros. Durante a
atividade ritmica de motoneurbnios na locomocgdo ficticia em preparados de
medula espinhal, as células de Renshaw (glicinérgicas e inibitérias) no corno
ventral exibem atividade elétrica ritmica ap6s aplicacdo de serotonina na solucao
de banho, o que pode ser bloqueado tanto por inibidores de receptores
serotoninérgicos, como 5-HT1A, receptores glutamatérgicos, ou diretamente
inibindo os receptores colinérgicos nicotinicos (para ACh liberada por
motoneurdnios) na superficie das células de Renshaw [415]. A razdo para uma
quantidade diferente de liberacdo de serotonina no corno ventral pode estar

relacionada, como na neurotransmissao colinérgica, a uma menor inibicdo
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recorrente de motoneurbnios pelas células de Renshaw, capacitando-os a

descargas motoneuronais de alta frequéncia.

Além disto, faz-se necessaria a critica da técnica de Steinberg (1979). A
revelacdo com diaminobenzidina para colora¢cdes imunoistoquimicas pode ser
otimizada com diminuicdo do tempo de reacdo, o que néo foi feito neste estudo.
Imagens saturadas de diaminobenzidina n&o prejudicam a especificidade da
reacdo do anticorpo primario, e os cortes 5-HT-ir neste estudo encontram-se
consideravelmente saturados, ndo a ponto de comprometer a visualizacdo de
varicosidades 5-HT-ir, mas, sem duavida, aumentando a reacdo de fundo.
Reconhece-se que isto pode ter comprometido a sensibilidade para deteccao de
alteracdes mais sutis, 0 que compromete a analise. Corroborando esta hipotese,
ndo encontrou-se diminuicdo geral da 5-HT-ir associada & idade nos cortes, em

contraste com estudos prévios [420].

Em contraste com o corno ventral, os aumentos de serotonina no corno
dorsal podem ser diretamente implicados na antinocicepcdo. Apesar da auséncia
de testes sensoriais em nosso estudo, é razoavel propor que o exercicio de
endurance possa desempenhar um papel antinociceptivo através do aumento da
liberacdo serotoninérgica no corno dorsal e, consequientemente, aumentar a
analgesia opidide no corno dorsal de ratos jovens. Tais efeitos estdo descritos na
literatura [419], e a falta de uma resposta equivalente ao treino resistido em jovens
escaladores sugere que respostas analgésicas através de liberacdo de serotonina

no corno dorsal ndo estéo presentes nesta forma de treinamento. A base neuronal
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para esta distincdo de efeitos sob diferentes modalidades de exercicio €
desconhecida. Um outro aspecto € que, apesar de a literatura descrever menores
niveis de serotonina na medula espinhal em animais velhos, ndo se observou esta
diferenca neste estudo. Todavia, velhos corredores ou escaladores nao obtiveram
aumento de serotonina no corno dorsal, sugerindo que ratos velhos ndo se
beneficiariam dos mesmos efeitos. A extrapolacdo deste efeito seria que, durante
exercicios de endurance, idosos teriam menor propensdo a ativacao
serotoninérgica do sistema inibitério nociceptivo endo-opidide e, portanto, a

analgesia opidide promovida pelo exercicio fisico de endurance.
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6. CONCLUSOES - Primeira Parte

2.1) Os treinamentos aqui utilizados em ratos, de endurance e resistido, podem

ser aplicados a idade de 24-25 meses.

2.2) Os efeitos dos treinamentos produzem resultados distintos nos muasculos
sbleo e gastrocnémio. A hipertrofia foi observada no gastrocnémio, mas nao no

séleo.

2.3) Ambos treinamentos melhoram a atrofia de fibras associada a idade do

triceps sural.

2.4) Ambos treinamentos diminuem de forma semelhante a atividade
colinesterasica no triceps sural, enquanto aumentam a reagéo histoquimica para
acetilcolinesterase no corno ventral da medula espinhal. Modifica¢cdes adicionais

ocorreram tanto no cornos ventral e dorsal, porém de significado incerto.

2.5) A astrocitose, medida através de contagens de astrocitos GFAP-ir na medula
espinhal, se modificou, principalmente no corno ventral. Tais modificacdes
ocorrem em ambas idades com os treinamentos, porém em dire¢cdes opostas.
Nos jovens, aumentou com os treinos. Nos velhos, observou-se diminuicdo da

astrocitose.
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2.6) Apesar de confirmadas diferencas de imunorreatividade para o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina na medula espinhal nos motoneurénios de
ratos em diferentes idades, ndo se observou modificacbes nos grupos treinados,

em nenhuma idade, com a técnica utilizada.

2.7) Foi observada diminuicdo de serotonina no corno ventral da medula espinhal
de jovens com o treinamento resistido. O significado desta alteracdo é
desconhecido. Apenas os jovens treinados em endurance obtiveram aumento de
serotonina no corno dorsal, o que pode significar melhor potencial para analgesia

induzida pelo exercicio de endurance nesta faixa etéria.
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7. PERSPECTIVAS - Primeira Parte

2.1) Comparar o treinamento resistido aqui, quanto aos achados musculares
utiizado em ratos velhos, com outro protocolo resistido, que seja prescrito de

forma proporcional segundo um teste de repeticdo maxima.

2.2) Investigar a contribuicdo de diferentes isoformas de acetilcolinesterase no

triceps sural nos treinos aqui utilizados.

2.3) Investigar a acetilcolinesterase na medula espinhal sob diferentes treinos
utilizando técnicas mais especificas, como de hibridizacdo in situ, que poderiam
confirmar as diferencas aqui encontradas, e avaliar diretamente a sintese neuronal

da enzima. Complementar estes estudos avaliando também a butirilcolinesterase.

2.4) Repetir os protocolos de exercicio aqui utilizados, em ratos jovens, com
ligadura tardia do isquiético, para verificar os niveis de CGRP nos motoneur6nios

da medula espinhal.

2.5) Complementar os protocolos de exercicio aqui utilizados, em ratos jovens,

para imunorreatividade da serotonina no corno dorsal, e confirmar a auséncia de

aumento no corno dorsal com testes funcionais de sensibilidade.
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2.6) Avaliar, especificamente, as oscilacbes de populacdo astrocitica em ratos
velhos, utilizando o protocolo de exercicio de endurance, em paralelo a

marcadores microgliais.
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SEGUNDA PARTE

Ambos Treinamentos Resistido e de Endurance em ratos velhos séo capazes de

diminuir GFAP hipocampal
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Ambos Treinamentos Resistido e de Endurance em ratos velhos sdo capazes de

diminuir GFAP hipocampal

Resumo

Evidéncias crescentes mostram que a atividade fisica pode melhorar o
processamento de memoria do hipocampo ao longo da vida. Para investigar se
diferentes modalidades de exercicio possuem efeitos distintos sobre a proteina
acida fibrilar glial (GFAP) de astrocitos no hipocampo em diferentes idades, ratos
Wistar machos adultos jovens (6 meses) e velhos (24-25 meses) foram
submetidos a dois paradigmas de exercicio, o treino de endurance (corrida em
esteira ergométrica) e treino resistido (escalada em grade com cargas crescentes)
durante 6 semanas, e comparados a controles sedentérios velhos e jovens.
Andlise de imagens semiquantitativa de imunoistoquimica para GFAP e a éarea
total ocupada por células GFAP-ir foram determinadas usando-se o programa
ImageJ (NIH). Dados foram analisados usando-se ANOVA de uma via e teste post
hoc de Tukey. Os ratos velhos mostraram uma marcacdao imunoistoquimica
elevada de GFAP e areas totais ocupadas por astrocitos, quando comparados aos
adultos jovens sedentarios ou exercitados (regides do giro denteado, CA3 e CAl).
Os exercicios de endurance ou resistido ndo tiveram efeito sobre a expresséo de
GFAP ou areas totais astrociticas em ratos jovens exercitados comparados aos
ratos jovens sedentarios. Em ratos velhos, no entanto, tanto o treino de endurance
quanto o treino resistido diminuiram a expressdo de GFAP aos niveis de ratos

adultos jovens sedentarios ou exercitados, em todas as regides hipocampais
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estudadas. Estes dados sugerem que tanto o exercicio de corrida quanto o
exercicio resistido crénicos podem reverter os niveis aumentados de GFAP no

hipocampo dorsal de ratos velhos sedentarios.

Palavras-chave: envelhecimento, hipocampo, exercicio, treino resistido,

endurance, astrocitos.

Abstract

There is increasing evidence that physical exercise can improve
hippocampal memory processing throughout life. In order to investigate whether
different exercise modalities may have distinct effects on the astrocyte marker glial
fibrillary acidic protein (GFAP) in the hippocampus in different ages, young adult (6
months) and aged Wistar rats (24-25 months) were assigned for two exercise
paradigms, endurance training (treadmill running) and resistance training (grid
climbing with increasing weights) during 6 weeks, and compared to sedentary
young or aged controls. Semiquantitative image analysis of GFAP
immunohistochemistry and total area occupied by GFAP-labeled cells were
determined using NIH ImageJ Software. Data were analysed using one-way
ANOVA and Tukey post hoc. The sedentary aged rats displayed elevated GFAP
immunostaining and total area occupied by astrocytes when compared to the
young-adult sedentary or exercised rats in all dorsal hippocampal examined
regions (dentate gyrus, CA3 and CA1l). Neither endurance nor resistance exercises

had a significant effect on GFAP expression or total astrocytic areas in young rats
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compared to young sedentary controls. In aged rats, however, both endurance and
resistance training paradigms decreased the GFAP expression to the sedentary or
exercised young-adult levels in all studied hippocampal regions. These data
suggest that either chronic running or strength exercises may reverse increased

levels of GFAP in the dorsal hippocampus of sedentary aged rats.

Key words: aging, hippocampus, exercise, resistance training, endurance,

astrocytes.
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1. Introducéo

Como ja foi mencionado na primeira parte desta tese, o encéfalo de mamiferos é
caracterizado por uma reducdo no numero de neurdnios e por aumento e
hipertrofia da populacédo astrocitica [229-235]. No hipocampo de animais velhos,
tanto a neurogénese quanto a sinaptogénese estdo reduzidos, concomitantes a
piora da habilidade de aprender novas tarefas. A astrocitose reativa €
caracterizada por aumentos nas areas e perimetros celulares e por processos
celulares espessados, que sdo encontrados junto a sinapses atipicas ou a
terminais em degeneracdo. Isto pode representar um estado continuo de perda de
sinapses sem adequada reposicdo [236]. Aumentos na proteina acida fibrilar glial
(GFAP) também ocorrem na maior parte das regides do encéfalo, principalmente
hipocampo, estriado e nos tratos de fibras mielinizadas. Isto pode ser devido tanto
ao aumento da transcricdo de RNAm quanto a diminuicdo da degradacdo de
GFAP [237, 438, 240, 243]. No hipocampo envelhecido, maiores niveis de GFAP

correlacionam-se positivamente com prejuizos cognitivos e de aprendizado [244].

Ha evidéncias crescentes de que o exercicio de corrida, além de seus bens
estudados beneficios cardiovasculares, pode melhorar o processamento de
memoéria hipocampal e estimular a neurogénese ao longo da vida. Apesar das
bases anatdomicas para este efeito serem ainda especulativas, elas podem incluir
aumentos induzidos pelo exercicio de fator de crescimento semelhante a insulina
1 (IGF-1) tanto no sangue quanto no encéfalo, bem como aumentos nos niveis de

neurotrofinas no hipocampo [439-442]. Por outro lado, o treino resistido, na forma
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de movimento com cargas, é considerado a principal abordagem terapéutica para
o tratamento e reversdo da sarcopenia [436]. O treino de endurance tem pouco ou
nenhum efeito sobre a prevencédo ou reversdo da sarcopenia, mas, curiosamente,
alguns estudos com humanos tém demonstrado que o treinamento resistido pode
ter efeitos positivos sobre os desempenhos tanto locomotores quanto cognitivos
em pacientes idosos, incluindo a melhoria da memoria [443-445]. Até 0 momento,
nao ha dados demonstrando se o treino resistido possuiria efeitos similares nos

circuitos hipocampais do encéfalo de ratos velhos.

2. OBJETIVO: Para investigar se distintas modalidades de treinamento possuem
efeitos distintos sobre o marcador de astrécitos GFAP no hipocampo de ratos
velhos, os encéfalos dos animais descritos na primeira parte desta tese foram

coletados, para analise de imagens semiquantitativa do hipocampo dorsal.

3. Materiais e Métodos

3.1 Imunoistoquimica

Apés anestesia e perfusdo transcardiaca com salina heparinizada e
paraformadeido 4% em tampdo fosfato 0,1M (pH 7.4), os encéfalos foram
removidos e deixados na mesma solucdo fixadora (etapa de pés-fixacdo), em
temperatura ambiente, porr 4h. Os encéfalos foram entdo -crioprotegidos
imergindo-os em sacarose 30% em tampao fosfato a 4 °C. Seccbes em criostato

(50 um - Leitz, Alemanha) foram entéo tratadas em técnica de flutuacao livre (free-
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floating) com metanol 10% e H202 por 30 min. As sec¢des foram entdo preé-
incubadas em albumina sérica bovina (BSA - Sigma, EUA) 2% em PBS contendo
Triton X-100 0,3% por 30 min e incubadas com soro policlonal de coelho anti-
GFAP (Sigma, EUA) diluido 1:200 em 2% BSA em PBS-Triton X-100 por 48 h a
4 °C. Apés varias lavagens, os cortes foram incubados com anticorpo IgG de
coelho anti-coelho conjugado com PAP (Sigma, USA), diluido 1:50 em PBS a
temperatura ambiente, por 2 h. As reacdes imunoistoquimicas foram entao
reveladas incubando-se os cortes em meio contendo 3,3-diaminobenzidina 0,06%
(DAB - Sigma, EUA) dissolvido em PBS por 10 min, e entdo, a mesma solucao
com os cortes foi adicionado 1 yM de H202 3% por mL de meio com DAB por 10
min. Finalizando, os cortes foram lavados com PBS, montados em laminas
gelatinizadas, desidratados com etanol, clarificados com xilol e cobertos com
Entellan e laminulas, incluindo os controles de reacdo imunoistoquimica (sem

adicao do anticorpo primario).

3.2 Andlise de imagens

De cada rato, 10 imagens em formato TIFF (cinco de cada hemisfério;
magnificacdo de 100x) de cada uma das sete regides do hipocampo dorsal (hilo
do giro denteado, zona subgranular, camada molecular do giro denteado,
lacunosum moleculare, stratum radiatum, stratum oriens de CA1 and CA3 - 3.14 to
-4.16 mm do bregma) foram obtidas. Imagens em cores RGB (24 bit) (640x480
pixels) foram convertidas a escala de cinza to 8-bit. Para as capturas, todas as

condicbes de magnificacdo e luz foram mantidas constantes, e o examinador
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cegado quanto aos grupos. Utilizando-se o programa ImageJ, foi realizada a
correcdo da iluminacdo desigual (correcdo de sombra) e areas de interesse
retangulares (ADI) foram aplicadas nas imagens. As densidades Opticas para cada
ADI foram medidas na forma de densidade 6ptica ndo-calibrada. Ao fim, coloracao
de fundo foi subtraida das medidas da densidade 6ptica usando os valores médios
dos cortes de tecido onde o anticorpo primario foi omitido [428]. Para a zona
subgranular, uma fina ADI retangular foi sobreposta a borda hilar, adjacente a
lamina superior ou inferior da camada granular do giro denteado. Para
determinacdo da area total ocupada por astrocitos (astrécitos e seus processos),
dez imagens hipocampais cinzas (8-bits, corrigidas para iluminacédo desigual) de
cada animal foram transformadas em imagens binéarias (preto-e-branco), e um
valor limiar constante (threshold) foi utilizado para toda a quantificacdo
automatizada das regides CAl (valores médios entre as areas de stratum
radiatum e stratum oriens), CA3 e giro denteado (hilo). Para as imagens binarias,
a coloracdo de fundo (média de areas sem anticorpo primario) ndo foi subtraida

[446).

3.3 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados (médias + erro padrdo médio) estatisticamente

utilizando-se ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc de Tukey (nivel de

significancia estatistica p<0.05), no programa Statistica.
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4. Resultados

Ratos velhos sedentarios apresentaram imunorreatividades aumentadas,
comparados aos ratos adultos jovens sedentarios ou exercitados em todas regides
do hipocampo dorsal (hilo do giro denteado, zona subgranular, camada molecular
do giro denteado, lacunosum moleculare, stratum radiatum, stratum — para
detalhes e valores de F, veja Tabela 1 e Figura 2). Nos ratos jovens, nem 0
exercicio de endurance tampouco o0 exercicio resistido tiveram efeitos
significativos na expressdo de GFAP comparados aos controles jovens
sedentarios. Nos ratos velhos, entretanto, tanto os protocolos de treinamento de
endurance e resistido diminuiram a expressao de GFAP aos niveis de ratos jovens
na maioria das regides hipocampais, com pequenas variacbes. Diferencas
significativas entre ratos velhos sedentarios e ratos jovens foram encontradas na
maioria das regides, exceto entre ratos velhos sedentarios e ratos jovens
sedentérios e jovens corredores na camada molecular. Diferencas significativas
entre ratos sedentarios e exercitados velhos foram encontradas na maior das
regides, exceto entre velhos sedentérios e velhos corredores no hilo e na camada
molecular, entre velhos sedentarioos e escaladores em CA3, e entre ratos velhos

sedentarios e velhos exercitados no stratum radiatum.

Uma maior variabilidade foi encontrada nas imagens binarizadas usadas
para quantificar as &reas totais ocupadas por células GFAP-ir. Diferencas
significativas entre velhos sedentarios e todos os jovens, ou entre velhos

sedentérios e velhos exercitados, foram encontradas nas 3 regifes estudadas (hilo
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do giro denteado, CA1l e CA3 - para detalhes e valores de F, veja Tabela 2 e

Figura 3), exceto entre velhos sedentérios e velhos escaladores em CA3.

5. Discussao

Neste estudo, observou-se que ratos velhos corredores e escaladores
apresentaram diminuicdo da imunorreatividade de GFAP e da area total ocupada
por astrocitos em graus variados nas principais areas de cortes hipocampais. Além
disto, demonstrou-se que um programa de treino resistido baseado em séries
curtas de movimentos dinamicos com cargas poderiam produzir efeitos similares
aqueles atingidos por ratos submetidos a corrida, todos com livre acesso a
alimentacdo. A reducdo na astrocitose relacionada a idade em ambos exercicios
foi similar aguelas reducdes obtidas em ratos submetidos restricdo calérica ao
longo da vida e ao ambiente enriquecido [447-449]. Efeitos benéficos do exercicio
também sao relacionados a niveis séricos de IGF-1, que pode ser regulado-para-
cima pelo exercicio e aumentar os niveis hipocampais de BDNF. Entretanto, um
estudo recente [450] demonstrou que mesmo as condicdes ambientais
enriquecidas pela rotina de um programa de exercicio podem ser responsaveis
pelo aumento de neurotrofinas que medeia a neurogénese no adulto. Apesar de
estudos subsequentes serem necessarios para estabelecer qual paradigma
poderia responder pela maior parte desses efeitos, é pertinente enfatizar que tanto
0 enriquecimento ambiental quanto programas de exercicio tém caracteristicas
comuns, como a exposi¢cao a novidades e aumento da atividade. Do ponto de vista

pratico, € opinido do autor que tanto o exercicio de endurance quanto o resistido
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poderiam representar estratégias com duplos beneficios, cada uma adicionando

possiveis efeitos cognitivos a diferentes desfechos sistémicos.

Um outro aspecto remonta ao viés de desenho inerente a falta de
prescricdo de escalada proporcional a um TEM prévio. Como ratos de diferentes
idades desempenharam o0 mesmo treino resistido, diferentes condicbes de
capacidade fisica iniciais e durante o periodo de treino poderiam gerar efeitos de
estresse distintos, representando um viés de confundimento, jA que o estresse
pode modular a neurogénese hipocampal [451] e 0 seu conteudo de GFAP [452].
Por outro lado, ambos os grupos etarios desempenharam as tarefas sem
dificuldades maiores aparentes, o pode significar uma menor influéncia do
estresse como fator de confusdo na andlise de desfecho. N&o obstante, como foi
mencionado na primeira parte desta tese, num estudo subsequente em que ratos
fossem submetidos a protocolos de exercicio resistido proporcionais a um TEM,
como o proposto por Hornberger [203] para hipertrofia do flexor longo dos dedos,

poderiam dirimir estas davidas.

As maiores fracdes de areas ocupadas por astrécitos e as bem como as
reducbes obtidas com os exercicios em velhos correlacionaram-se bem com os
valores de densidades Opticas. Com base nas observacfes deste estudo, sugere-
se que os efeitos nas areas totais ocupadas por astricitos e na imunorreatividade
para GFAP podem ser tanto relacionadas a alteragbes de espessamento e
comprimento do processo astrocitico quanto do numero de astrécitos. As

modalidades de densitometria Optica e analise de area de imagens binarizadas
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representam uma técnica de facil execucdo, dadas as possibilidades de varias
etapas de andlise de imagens poderem ser resumidas pelo recurso de macros,
disponiveis no ImageJ, no Image ProPlus e similares. A macro permite a analise
de centenas de imagens em poucos segundos, e como método inicial, permitiu
verificar resultados que encontravam-se ausentes nos cortes de medula espinhal
obtidos dos mesmos ratos. Entretanto, alteracbes dos numeros de astrocitos e na
sintese de GFAP néo podem ser descartados como responsaveis pelos resultados
no hipocampo aqui obtidos. Estudos prévios e a primeira parte desta tese mostram
que a astrogliose associada a idade pode ser devida, em grande extensdo, a
aumentos dos numeros na populacao astrocitica [234]. Além disto, uma reducéo
da astrocitose relacionada a idade ja foi descrita em ratos submetidos a condi¢des

de ambiente enriquecido [449].

A neurogénese hipocampal ocorre no giro denteado, no limite entre a
camada granular e o hilo, onde neurénios s&o continuamente formados ao longo
da vida, a partir de uma pequena subpopulacdo de células positivas para GFAP e
doublecourtin [439-442]. Neste estudo, a imunorreatividade para GFAP e as
respostas induzidas pelo exercicio ndo foram diferentes em padrdo quanto as
regides hipocampais dorsais, e permanece desconhecido se o exercicio resistido
altera a neurogénese e o conteudo de GFAP a partir de precursores neuronais
GFAP-positivos na zona subgranular. Por outro lado, as melhoras cognitivas
obtidas em pacientes idosos que realizaram programas de treinamento resistido

[443-445], e os resultados aqui demonstrados, sugerem que a reducao de
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astrocitose relacionada a idade e as melhoras cognitivas obtidas em idosos podem

estar relacionadas.
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LEGENDAS

Figura 1. Imagens digitais do hipocampo dorsal (astrécitos GFAP-ir no hilo do giro

denteado - 100x. Barra = 100 mm).

Figura 2. Analise semiquantitativa da intensidade (densidades Opticas) de
imunorreatividade para GFAP nas regifes hipocampais e comparacdes post hoc.
Desenho esquematico (modificado do atlas de Paxinos and Watson [27] com a
forma e o tamanho relativo das areas de interesse utilizadas para medidas de
densidade 6ptica (SO, stratum oriens; SR, stratum radiatum; LM, stratum
lacunosum moleculare; SM, camada molecular do giro denteado; HF, fissura

hipocampal; SGZ, zona subgranular).

Figura 3. Areas totais relativas (%) ocupadas por astrocitos e seus processos nas

areas hipocampais e comparac¢des post hoc.

JS - jovens sedentérios
JC - jovens corredores

JE - jovens escaladores
VS - velhos sedentarios
VC - velhos corredores

VE - velhos escaladores
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Significancia estatistica nos graficos (média + erro médio padrao; *, P <0.05; **, P

<0.01; *** P< 0.001)
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Figura 1
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Figura 2
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6. CONCLUSOES - Segunda Parte

Os dois treinamentos distintos e graduais, de endurance e resistido, de
duracdo de 6 semanas, foram capazes de diminuir a imunorreatividade para o
GFAP nos astrocitos, a niveis semelhantes aqueles de ratos jovens, na maioria

das regifes hipocampais.

7. PERSPECTIVAS - Segunda Parte

1) Avaliar, futuramente, se a diminuicdo de GFAP no hipocampo de animais
velhos submetidos a exercicios de endurance e resistido se acompanha de

aumento na neurogénese hipocampal.

2) Avaliar se estes treinamentos sdo capazes de aumentar os niveis de IGF
sisttmico e BDNF hipocampal, sabidamente implicados na estimulagcdo da

neurogénese hipocampal.

3) Avaliar se a diminuicdo de GFAP no hipocampo de ratos velhos submetidos a
exercicios de endurance pode ter sofrido viés por elementos inerentes aos
treinamentos, como modificagbes metabdlicas (que podem simular efeitos de
restricdo cal6rica), ambientais (que podem simular os efeitos do enriquecimento

ambiental) e decorrentes da manipulacéo (estresse).
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4) Prover base experimental plausivel para os beneficios cognitivos observados
em pacientes idosos submetidos a exercicio resistido, complementando as
analises histologicas de estudos semelhantes em modelos animais com testes

funcionais especificos.
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