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RESUMO

Ao longo das ultimas décadas observou-se um aumento da populacdo idosa pelo
mundo, com isso faz-se necessario buscar estratégias para melhorar a qualidade de
vida e atenuar os danos relacionados ao processo de envelhecimento e também
elucidar os mecanismos envolvidos neste processo. O exercicio fisico tem sido
reconhecido como uma importante estratégia para melhorar o desempenho cognitivo
e motor no processo de envelhecimento. Sdo raros os estudos que avaliam o
impacto de modalidades: aerdbica, acrobatica, forca e combinada de exercicios
sobre a sinalizacdo do BDNF em musculo gastrocnémio de ratos Wistar adultos e
envelhecidos (2 meses e 22 meses de idade). Os animais foram submetidos a
diferentes modalidades de exercicio durante 20 minutos, 3 vezes por semana
durante 12 semanas. Uma hora apds a ultima sessé@o de exercicios 0s animais
foram decapitados e os musculos gastrocnémios foram dissecados. Os niveis de
pr6-BDNF, mBDNF e TrkB foram analisados por Western Blotting. Em todos os
testes, P<0,05 foi considerado significativo. O envelhecimento induziu uma
diminuicdo nos niveis de mBDNF (P=0,04), aumento nos niveis de TrkB (P=0,04) e
nao apresentou efeito significativo sobre os niveis de pro-BDNF(P=0,62). As
modalidades de exercicio ndo induziram modificacdes nos niveis de pro-BDNF
(P=0,57), mBDNF (P=0,47) e TrkB (P=0,96) em mdusculo gastrocnémio de ratos
Wistar adultos. As modalidades de exercicio também nao induziram modificacGes
nos niveis de pr6-BDNF (P=0,98), mBDNF (P=0,94) e TrkB (P=4,67) em ratos Wistar
envelhecidos. Em suma, nossos resultados demonstram que o envelhecimento
impacta sobre os niveis de mBDNF e seu receptor TrkB em musculo gastrocnémio
de ratos Wistar durante o processo de envelhecimento. Embora frequentemente
véarias acdes benéficas do exercicio fisico sejam relacionadas ao aumento nos niveis
de BDNF ndo podemos associar que a sinalizacdo do BDNF esta envolvida com o
impacto do exercicio fisico em musculo esquelético, especialmente o gastrocnémio

de ratos Wistar em diferentes idades.

Palavras-chave: envelhecimento, exercicio fisico, BDNF, TrkB, musculo

gastrocnémio, ratos Wistar



ABSTRACT

Over the past few decades, there has been an increase in the elderly population
around the world, so it is necessary to seek strategies to improve the quality of life
and mitigate the damage related to the aging process and also to elucidate the
mechanisms involved in this process. Physical exercise has been recognized as an
important strategy to improve cognitive and motor performance in the aging process.
There are few studies that assess the impact of modalities: aerobics, acrobatics,
strength and combined exercises on BDNF signaling in gastrocnemius muscle of
adult and aged Wistar rats (2 months and 22 months of age). The animals were
submitted to different exercise modalities for 20 minutes, 3 times a week for 12
weeks. One hour after the last exercise session, the animals were beheaded and the
gastrocnemius muscles were dissected. The levels of pro-BDNF, mBDNF and TrkB
were analyzed by Western Blotting. In all tests, P <0.05 was considered significant.
Aging induced a decrease in mBDNF levels (P=0,04), an increase in TrkB levels
(P=0,04) and had no significant effect on pro-BDNF levels (P = 0,62). The exercise
modalities did not induce changes in the levels of pro-BDNF (P=0,57), mBDNF
(P=0,47) and TrkB (P=0,96) in the gastrocnemius muscle of adult Wistar rats. The
exercise modalities also did not induce changes in the levels of pro-BDNF (P=0,98),
mBDNF (P=0,94) and TrkB (P= 0,67) in aged Wistar rats. In summary, our results
demonstrate that aging impacts the levels of mMBDNF and its TrkB receptor in
gastrocnemius muscle of Wistar rats during the aging process. Although several
beneficial actions of physical exercise are often related to the increase in BDNF
levels, we cannot associate that BDNF signaling is involved with the impact of
physical exercise on skeletal muscle, especially the gastrocnemius of Wistar rats at

different ages.

Keywords: aging, physical exercise, BDNF, TrkB, gastrocnemius muscle, Wistar rats
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1. INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO

Nas ultimas décadas, observou-se uma alteracdo no perfil demografico
mundial caracterizado pelo envelhecimento acentuado da populacéao (Lima-Costas e
Vera, 2003). A Organizacdo Mundial de Saude afirma que de 2015-2050 a
proporcao de populagdo com mais de 60 anos, no mundo, ird aumentar de 12% para
22% (WHO, 2019). No Brasil, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), estima-se que, nos proximos 20 anos um quarto da populagéo
brasileira devera ter idade igual ou acima de 60 anos (IBGE, 2019).

O aumento da expectativa de vida € um fendbmeno global decorrente dos
avancos da medicina, da tecnologia e 0 acesso ao saneamento béasico (Lima-Costas
e Vera, 2003; Silva e Boemer, 2009). O envelhecimento é um processo dinamico e
progressivo caracterizado pelo declinio das funcdes fisiologicas e bioquimicas,
envolvendo a perda progressiva dos tecidos e da funcionalidade dos 6rgaos (Flatt,
2012). Com o envelhecimento da populacdo, ocorre 0 consequente aumento da
prevaléncia de doencas relacionadas a idade, como doencas neurodegenerativas,
diabetes, hipertensdo, doencas cardiacas, osteoporose, dislipidemias, sarcopenia,
entre outras, o que torna eminente a necessidade de atencdo a populacdo idosa
(Mahncke et al., 2006; Souza et al., 2007; Paradies et al., 2011; Jurgens e Johnson,
2012).

No processo de envelhecimento, ocorre uma perda progressiva da massa
muscular esquelética e atrofia de fibras musculares (Fieldinget al., 2011; Cesari,
2012) geralmente acompanhada de diminuicdo de forgca e funcionalidade muscular
gque sao caracteristicas da sarcopenia (Rosenberg, 1997; Cruz-Jentoft et al., 2010;
Burks e Cohn, 2011). A sarcopenia decorre de fatores que afetam a transmisséo
neuromuscular, arquitetura muscular, composicéo das fibras e metabolismo (Lynch,
2010; Aagaard et al., 2010; Budui et al., 2015; Zampieri et al., 2015; McLean e Kiel,
2015; Kalinkovich e Livshits, 2015). No processo de envelhecimento, a diminuicéo
da massa muscular pode ser acompanhada por um aumento progressivo na massa

gorda. Ha um aumento significativo no acimulo de gordura dentro e ao redor das
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células musculares (Holloszy, 2000; Melton et al., 2000; Cartee et al., 2016). Assim,
0 aumento da expectativa de vida é um gerador de desafios a diversas areas do

conhecimento.

1.2 EXERCICIO FiSICO E ENVELHECIMENTO

Estudos demonstram que pessoas idosas estdo entre o segmento da
sociedade mais sedentario e fisicamente inativo (Peterson et al., 2010; Lee et al.,
2017). Os efeitos deletérios da inatividade fisica em idosos estdo diretamente
relacionados a incidéncia de quedas e doencas como hipertensdo, doencas
cardiovasculares, diabetes, cancer, acidente vascular cerebral, doencas de
Parkinson e Alzheimer (Manso e Ribeiro, 2012; Lee et al., 2017).

Diferentes estudos apresentam evidéncias apoiando a hip6tese de que
intervencdes ambientais como a adequada alimentacdo e, principalmente, o
exercicio fisico podem atenuar ou reverter parcialmente o declinio cognitivo e motor,
além de reduzir o risco de quedas (Cotaman et al., 2007; Radak et al., 2013).
Recentemente nosso grupo de pesquisa observou que modalidades de exercicio
fisico foram capazes de melhorar o desempenho da memdria aversiva em animais
idosos (de Meireles et al., 2019). Neste contexto, sugere-se o0 exercicio fisico como
um importante instrumento profilatico e terapéutico (Kramer et al., 1999; Sundstrup
et al., 2016; Delezie e Handschin, 2018).

O exercicio fisico pode desencadear diferentes mudancas, dependendo de
varios fatores, incluindo modalidade, frequéncia, duracdo e intensidade. Essa
classificacdo depende da intensidade do esforco realizado pelo individuo e pode ser
mensurada pela capacidade de captacdo e utilizacdo do oxigénio inspirado para
gerar trabalho, comumente chamada de taxa de consumo maximo de oxigénio (VO2
max) (Hambrecht et al., 1998; Drummond et al., 2005). A intensidade do exercicio
pode ser expressa como percentual do VO2 max ou frequéncia cardiaca (FC)
méaxima. Exercicios de intensidade moderada sdo realizados a uma intensidade
relativa de 40% a 60% do VO2 max, enquanto que exercicios intensos acontecem a
mais de 60% do VO2 max (Thompson et al., 2003). Para uma sessao de treinamento

ser considerada moderada, a FC do individuo deve ser entre 50 e 70% da FC
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maxima, ja em exercicios de treinamento intenso a frequéncia desejada sera de 70 a
85% da FC maxima (Tao et al., 2015). Para otimizar as contragcdes musculares
durante o exercicio fisico, a atividade dos sistemas cardiovascular, respiratério,
metabdlico e neuroenddcrino é modulada (Delezie e Handschin, 2018). O exercicio
fisico tem sido relacionado a atenuacao da diminuicdo da massa muscular, da forca,
da velocidade, das capacidades regenerativas e metabdlicas do masculo esquelético

na populacéo idosa (Figura 1).

-_ . - T
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=
-

Figura 1 - Atrofia muscular relacionada ao envelhecimento e o impacto do exercicio
fisico (Adaptado de Cartee et al., 2017)

Considerando as especificidades de cada modalidade de exercicio fisico,
sugere-se a inclusdo de um treinamento de modalidades combinadas (Garberet al.,
2011). O American Heart Association and America College of Sport Medicine
recomenda a combinacdo de exercicio aerdbico, de forca e de equilibrio para
pacientes idosos com o objetivo de promover melhora na capacidade funcional,
independéncia fisica e também a melhora do desempenho cognitivo (Chodzko-Zajko
et al., 2005; Nelson et al., 2007). Existem evidéncias que o treinamento combinado
induz melhora de forga, poténcia muscular e funcdo cardiorrespiratoria em idosos
(Kavavirta et al., 2011, Cadore et al., 2013). Bann e colaboradores (2016) sugerem
que uma combinacdo de exercicios aerébico e de forga para a populacdo idosa
como uma estratégia para melhorar tanto fungbes neuromuscular e
cardiorrespiratoria como, consequentemente, para manter a capacidade funcional
durante o envelhecimento.

E interessante que tanto o treinamento aerdbico, quanto o treino de forga, s&o

procurados por individuos idosos para aprimorar aptidao fisica, e ja existem estudos
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gue observam que a combinacdo dessas modalidades por 12 meses produzem um
efeito funcional, reduzindo a incidéncia de quedas (Barnett et al., 2003). Aspectos
relacionados a marcha na populacédo idosa também apresentaram uma melhora
apos a combinacdo de diferentes protocolos de exercicio fisico durante 3 e 12
meses (Kim et al., 2012; Freiberger et al., 2012).

Neste contexto, modelos animais sao utilizados para estudar mecanismos de
acdo pelos quais o exercicio fisico protege ou reestabelece a massa muscular, a
forca e as fungbes motoras e cerebrais no envelhecimento (Matthews et al., 2009;
Garcia-Valles et al., 2013; Gill et al., 2017; Vilela et al., 2018; Maderova et al., 2019;
de Meireles et al., 2019; Gao et al., 2020)

Dentre as modalidades de exercicio fisico, o treinamento aerdbico é um dos
mais estudados. O treinamento aerdbico pode induzir adaptacfes centrais e
periféricas que melhoram VO2 méax e a capacidade do musculo esquelético gerar
energia através do metabolismo oxidativo (lzquierdo et al., 2004). Estudos em
humanos demonstram que a pratica regular de exercicio aerdbico durante a vida
melhora aspectos da fung&o executiva, diminui a perda neuronal relacionada com a
idade, melhora o controle motor em idosos (Tseng et al., 2013). Trabalhos pré-
clinicos também demonstraram efeitos benéficos do exercicio sobre a funcéo
cognitiva, onde protocolos de exercicio com duracéo entre 1 e 3 meses melhoraram
a memoria em roedores em diferentes testes comportamentais (Ben et al., 2010;
Hopkins et al., 2011; Pietrelli et al., 2012).

O treinamento de forca é outra modalidade de exercicio fisico empregada na
populacao idosa com descricdo de bons resultados funcionais, como a melhora de
equilibrio e de forca muscular, atenuacdo da hipotrofia muscular, diminuicdo de
guedas e adaptacdes neurais, tais como 0 aumento no recrutamento de unidades
motoras (Seene e Kaasik, 2016; Sharples et al., 2016). Estudos demonstram que o
treinamento de forca pode ser uma ferramenta Gtil para prevenir ou tratar a perda de
massa muscular relacionada a idade e outras doencas relacionadas ao
envelhecimento (Deschenes et al., 2015).

Na populacédo idosa, o treino de equilibrio é investigado especialmente com a
pratica do Tai Chi (Wayne et al., 2014; Kim et al., 2016), sdo observadas melhoras
tanto de equilibrio e coordenacdo, quanto de aspectos cognitivos. Em modelos
animais, o treinamento acrobatico exige que os animais desenvolvam equilibrio,

coordenacao e aprendizado motor (Anderson et al., 1996), habilidades para uso dos
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membros posteriores e coordenacao dos membros anteriores (Chu e Jones, 2000).
Assim sendo, pode-se sugerir que o0 exercicio fisico € essencial para um
envelhecimento saudavel e que modalidades podem trazer beneficios a salude da
populacdo idosa. No entanto, 0s mecanismos pelos quais esses beneficios ocorrem

ainda nao estao totalmente elucidados.

1.3 MUSCULO ESQUELETICO

Nos seres humanos, o tecido muscular esquelético compreende cerca de
40% da massa corporal total (Frontera e Ochala, 2015; Schinyder e Handaschin,
2015; Huh, 2018). O musculo esquelético é um dos tecidos mais dinamicos
responsavel pela manutencdo postural, locomocéao, respiracdo e termorregulacéo
(Frontera e Ochala, 2015; Lee e Jun, 2019). O musculo esquelético é responsavel
por grande parte do metabolismo oxidativo e da captacéo de glicose estimulada pela
insulina. Além disso, como local de armazenamento de glicogénio e triglicerideos, o
muasculo esquelético € coordenador importante do metabolismo energético
(Schinyder e Handaschin, 2015; Delizie e Handschin, 2018).

O musculo esquelético é composto por miofibrilas, estruturas multinucleadas
que sdo formadas pela fusédo de varios mioblastos durante o processo de miogénese
(Jansen e Pavlath, 2006). Os musculos esqueléticos adultos sdo compostos de
varios tipos de fibras, sendo caracterizados quanto ao tipo de contracdo e
classificados em dois grupos, de contracdo lenta ou de contracdo rapida (Hoppeler
et al.,, 2011). A composicdo do musculo em relacdo aos diferentes tipos de fibras
depende da funcdo do musculo. Mdsculos posturais como o séleo, possuem maior
proporcao de fibras de contracdo lenta, oxidativas e resistentes a fadiga, enquanto
0s musculos envolvidos em atividades rapidas e que exigem forga, como por
exemplo, os musculos gastrocnémio e biceps braquial, possuem maior quantidade
de fibras de contracdo rapida, glicoliticas e altamente fatigaveis. Nos seres
humanos, a classificacdo mais frequentemente usada para os muasculos incluem trés
tipos de fibras musculares: tipo | (contracdo lenta, oxidativa), lla (contracdo rapida,
glicolitica-oxidativa) e Ilb (contracdo rapida, glicolitica). As fibras do tipo |

by

apresentam maior sensibilidade e responsividade a insulina, sado pequenas,
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produzem baixa tensdo, mas sao altamente resistentes a fadiga porque possuem
maior densidade mitocondrial, sdo efetivas em metabolizar acidos graxos para
produzir energia e trabalham para manter a postura. Por outro lado, as fibras do tipo
Il sdo mais sensiveis aos estimulos de contragdo, sdo de maiores calibres,
produzem enorme tensdo, mas apresentam pouca resisténcia a fadiga e trabalham
para controlar movimentos mais explosivos. Nos roedores, as fibras tipo | e tipo lla
sdo consideradas oxidativas, enquanto o tipo IIx e o tipo llb sdo mais glicoliticas
(Schiaffino e Reggiani, 2011; Frontera e Ochala, 2015; Carter, Justice e Thompson,
2019).

As fibras musculares esqueléticas do tipo Il apresentam uma reducado de
namero e volume celular durante o envelhecimento enquanto as fibras do tipo | sdo
menos afetadas (Deschenes, 2004). Com o envelhecimento, as fibras do tipo Il sao
perdidas seletivamente, enquanto as fibras do tipo | sdo preservadas (Zhang et al.,
2006). Diferentes mecanismos foram propostos elucidar o motivo pelo qual as fibras
do tipo Il sdo mais suscetiveis aos efeitos do envelhecimento (Deschenes, 2004).
Esses incluem capacidade regenerativa reduzida e exaustdo de células-tronco,
senescéncia celular, sinalizacao intercelular pré-inflamatéria, resisténcia a insulina e
deteccdo desregulada de nutrientes, disfungcdo mitocondrial, estresse oxidativo,
lipotoxicidade e desnervacdo da fibra muscular. No entanto, ainda néo foi
estabelecido até que ponto esses mecanismos levam a perda ou atrofia das fibras
musculares do tipo Il (Deschenes, 2004; Nilwik et al., 2013; Wilkinson, Piasescki e
Atherton, 2018; Carter, Justice e Thompson, 2019).

O musculo esquelético também apresenta células satélites que sdo pequenas
células miogénicas mononucleadas e fusiformes. Essas células estao localizadas
entre o sarcolema e a lamina basal e contribuem para o crescimento muscular,
reparo e regeneracdo (Hikida, 2011; Frontera e Ochala, 2015). Essas células
contribuem para o crescimento do musculo no embrido e no periodo pds-natal e séo
quiescentes no adulto. Tém potencial para, quando ativadas, se diferenciarem em
mioblastos, se duplicarem ou migrarem para regido lesionada e fundirem-se as
células musculares acelerando o processo regenerativo (Frontera e Ochala, 2015;
Snijders et al., 2015; MacKay et al., 2019).

Observacdes recentes em roedores e humanos demonstraram que o musculo
esquelético é capaz produzir e liberar miocinas e outros peptideos em resposta a

contracdo. As miocinas produzidas pelo musculo esquelético em resposta a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6363662/#B27

18

contracdo muscular incluem as interleucinas 4 e 6 (IL4 e IL6), a irisina, a miostatina,
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF). Atualmente, existe um interesse crescente por estas miocinas e
seu papel nos efeitos benéficos do exercicio fisico (Delezie e Handschin, 2018; Kim
et al., 2019)

As miocinas sao liberadas pelas células musculares em resposta a contracéo
(Pedersen et al., 2007). As miocinas desempenham papel na regulacéo autdcrina do
metabolismo nos musculos, bem como na regulacdo parécrina e endécrina (Huh,
2017; Delezie e Handschin; 2018; Coelho-Junior et al., 2019) de outros tecidos e
orgdos como o tecido adiposo, figado e cérebro (Carson, 2017; Delezie e
Handaschin, 2018; Lee e Jun, 2019) através de seus receptores (Bortoluzzi et al.,
2006; Henningsen et al., 2010; Delezie e Handschin, 2018).

1.4 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO

Originalmente descoberto no cérebro, o BDNF também é expresso por
tecidos periféricos (Shimizu et al., 2003; Pedersen, 2019), incluindo musculo
esquelético, masculo cardiaco, figado, tecido adiposo e plaquetas (Noble et al.,
2011; Huh, 2017).

Inicialmente, o BDNF € sintetizado como um precursor, o pro-BDNF, o qual é
clivado para gerar o BDNF maduro (Yang et al., 2009). O BDNF maduro é
considerado a forma biologicamente ativa. Estudos, mostraram uma possivel relacao
para 0 pro-BDNF e o BDNF maduro, com relevantes implicagcbes para o
direcionamento de rotas celulares diferentes, através da interacdo a receptores
distintos. O pr6-BDNF possui maior afinidade ao p75NTR, e juntamente com o
correceptor sortilina, favorece uma rota pro-apoptotica. A ligacdo BDNF maduro com
o receptor TrkB é responsavel pelo controle do desenvolvimento e a manutencao
dos seus alvos-celulares, refletindo uma sinalizacdo anti-apoptética. O BDNF
maduro é preferencialmente direcionado para uma rota regulada, e o pr6o-BDNF
secretado sinaliza para uma via constitutiva (Delezie et al., 2019).

Chevrel e colaboradores (2006) relataram que o BDNF €& expresso

diferencialmente nos musculos esqueléticos de acordo com condi¢des fisioldgicas e
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patolégicas. Os estudos de Yamamoto e colaboradores (1996) e Shibayama e
Koizumi (1996) tém demostrado a presenca de BDNF e seu receptor TrkB no
musculo esquelético de mamiferos, incluindo o homem.

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que durante o desenvolvimento
embrionario, o BDNF é expresso tanto em células musculares precursoras como em
diferenciadas. A auséncia condicional de BDNF em células precursoras de musculo
de camundongo altera a miogénese e regeneragéo in vivo. Experimentos funcionais
in vitro demonstraram que silenciar o gene BDNF ou bloquear sua atividade em
culturas de mioblastos dificultaram a miogénese. Esses efeitos seriam produzidos
por meio de um eixo de sinalizagdo BDNF-p75NTR, uma vez que 0s miécitos
expressariam p75NTR, mas n&o TrkB (Colombo et al., 2013).

Estudos demonstram que o exercicio fisico pode aumentar os niveis
circulantes de BDNF em humanos (Ferris, Willians e Shen, 2007; Walsh et al., 2016).
Matthews e colaboradores (2009) demonstraram que a producdo de mRNA e da
proteina do BDNF pelo musculo esquelético humano apés 2 horas de exercicio de
bicicleta ergométrica. Outros estudos também evidenciam que os niveis de BDNF
sdo aumentados no musculo esquelético em resposta ao exercicio (Gomez-Pinilla et
al., 2002; Sakura e Yamaguchi, 2011).

O BDNF muscular parece estar principalmente envolvido na sinalizacao
autocrina e paracrina para promover oxidacao de gordura pelas fibras musculares
(Matthews et al., 2009) e potencialmente estar envolvido na miogénese e,
consequentemente, em situacdes onde ocorre sarcopenia, como no envelhecimento
por exemplo. O BDNF também desempenharia papel na sinalizacéo retrograda nos
neurdnios motores localizados na medula espinhal (Pedersen et al., 2007; Delezie e
Handschin, 2018; Lee e Jun, 2019)

No mausculo esquelético, o BDNF atuaria na manutencdo, proliferacdo e
diferenciacéo das células satélites (Mousavi et al., 2006), bem como na remodelacdo
das fibras musculares (Clow e Jasmin, 2010), sugerindo que o BDNF pode
desempenhar papel na mediacdo da célula satélite em resposta a lesdo muscular
(Omura et al., 2005; Clow e Jasmin, 2010; Yu et al., 2017; Lee e Jun, 2019). Clow e
Jasmin (2010), usando um modelo de camundongo com deficiéncia de BDNF
muscular, demonstraram que o BDNF regula a diferenciacdo das células satélites.
Os resultados destes estudos, sugerem que o BDNF pode desempenhar um papel

bY

importante na mediacdo da resposta da célula satélite a lesdo muscular e
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regeneracao muscular esquelética. Outros estudos sugerem que o BDNF produzido
pelo musculo esquelético apds o exercicio também esteja envolvido com os efeitos
benéficos do exercicio fisico na cognicdo e memoria atuando de forma enddcrina
(Figura 2).

Neurdnio motor

Cérebro

()
Célula satélite /

Fenda sinaptica

Exercicio

fisico — Fibra muscular

Nucleo

Aumento da
transcri¢do génica
|T; o (0] (A0 g
i Receptor de Acetilcolina

A aaaaas
n Trk8 AV VAV

@ BDNF muscular
Corrente

—9 Fungdo autdcrina/parécrina/enddcrina sanguinea

""> Regulagdoindireta

Figura 2 — Diagrama esquematico das funcdes do BDNF muscular — O exercicio
aumenta a expressdo de BDNF no musculo esquelético. O BDNF poderia atuar com
fator autocrino para influenciar a expressao génica. Como fator paracrino, o BDNF
poderia regular a diferenciacdo de células satélites. No cérebro, o BDNF poderia
atuar de forma endécrina (Adaptado de Delezie et al., 2019).

Foi descrito na literatura que o BDNF atua via receptor TrkB para regular a
manutencao e funcdo da sinapse no sistema neuromuscular (Hurtado et al., 2017,
Delezie et al.,2019) por meio de um efeito pré-sindptico e na manutencdo de
estrutura das juncdes neuromusculares, efeitos que diminuem ou desaparecem com
o envelhecimento (Greising et al.,2015; Hurtado et al., 2017; Simé et al., 2018)
(Figura 2). De acordo com esta fungdo, o BDNF também é expresso em areas
proximas as sinapses mioneurais. Estudos sugerem que o BDNF derivado do
muasculo esquelético atuaria como um fator de sobrevivéncia para os neurénios
motores no sistema neuromuscular (Mousavi e Jasmin, 2006).

Compreender como o sistema BDNF/TrkB muscular funciona e como
beneficios terapéuticos podem ser alcancados, especialmente na velhice, quando a
massa muscular e funcdes cognitivas e motoras se deterioram é fundamental.

Portanto, para compreender melhor a expressao e a via de sinalizagcdo do BDNF



21

muscular e do seu receptor TrkB, investigamos se modalidades de exercicio fisico
poderiam induzir mudancas nos niveis de BDNF e TrkB no tecido muscular

esquelético de ratos Wistar em diferentes idades.

2. HIPOTESE

Nossas hipoteses sdo que o processo de envelhecimento altere os niveis e a
via de sinalizacdo do BDNF em mdudsculo gastrocnémio de ratos Wistar; e, as
modalidades de exercicio (aerdbico, acrobatico, de forca e a combinacdo destas)
modulariam de maneira protocolo e idade-dependente a via de sinalizacdo do BDNF

em musculo esquelético, amenizando e/ou revertendo o efeito do envelhecimento

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Estudar os efeitos do envelhecimento e de quatro modalidades de exercicio
fisico (treinamento aerobico, treinamento de forga, treinamento acrobético e
treinamento combinado) sobre os niveis de BDNF e seu receptor TrkB em

musculo gastrocnémio de ratos Wistar de diferentes idades.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do envelhecimento sobre os niveis de pr6-BDNF, BDNF
maduro e receptor TrkB, em musculo gastrocnémio de ratos Wistar
e Avaliar os niveis de pr6-BDNF, BDNF maduro e receptor TrkB em musculo

gastrocnémio de ratos Wistar adultos e envelhecidos submetidos a
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modalidades de exercicio fisico, 3 sessdes por semana de 20 minutos,

durante 12 semanas.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Para este estudo foram utilizados 40 ratos Wistar de 2 e 22 meses fornecidos
pelo Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL)
da UFRGS, apds aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
UFRGS 29818). Os animais adultos permaneceram em grupos de no maximo 4 e 0s
envelhecidos em grupos de 2 animais por caixas de Plexiglass (40 x 33,3 x 17 cm),
com troca de maravalha a cada dois dias e condi¢cdes padrao de biotério (ciclo de
12h claro/escuro), com temperatura 21°C (+ 2°C) e umidade 60% (+10) controladas
e agua e comida fornecidas a vontade, e posteriormente foram divididos em dez

grupos experimentais, conforme o desenho experimental (Figura 3).
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Figura 3 — Desenho Experimental

Os ratos Wistar adultos jovens e envelhecidos foram randomicamente

divididos em 5 grupos (n=4): sedentario, aerobico, acrobatico, forca e combinado.
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Todos 0s grupos experimentais, exceto o grupo sedentario, foram submetidos a 20
minutos de exercicio, 3 vezes por semana durante 12 semanas. Todos 0s animais
foram habituados a cada modalidade por meio da exposicao aos diferentes aparatos
uma semana antes do inicio dos protocolos de exercicio. Nenhum choque ou
estimulo fisico foi utilizado nesse estudo. Todos os procedimentos ocorreram entre
as 14 e 17 horas.

Cabe descrever que a escolha do tempo de exercicio foi baseada em
achados neuroprotetores. Inicialmente nosso grupo de pesqusia avaliou o efeito de
protocolos de exercicio de diferentes intensidades sobre a susceptibilidade ao
evento isquémico in vitro — a privacdo de oxigénio e glicose — em fatias hipocampais
de ratos Wistar, onde a corrida em esteira ergométrica, durante 60 min/dia por 2
semanas aumentou o dano induzido por privacao de oxigénio e glicose. Entretanto,
o dano isquémico foi reduzido em animais exercitados em protocolos de exercicio
fisico moderado, corrida em esteira ergométrica durante 20 min/dia, por 2 semanas,
guando comparado ao grupo controle (Scopel et al., 2006). Assim, Nn0SsSo grupo tem
estudado o efeito de 20 minutos de exercicio fisico por sesséo (Lovatel et al., 2012;
Lovatel et al., 2013; Lovatel et al., 2014; de Meireles et al., 2019; Barcellos et al.,
2020). Além disto, estudos que avaliam os efeitos de exercicio de intensidade
moderada utilizam como tempo de treinamento 20 minutos (Abe, et al., 1990; Yang
et al. 1995; Larsen, Skalicky e Viidik, 2000; Rubinacci et al., 2008; Chen et al., 2016;
Spindler et al., 2019; Tarawan et al., 2019).

Recentemente, de Meirelles e colaboradores (2019) demonstraram que as
modalidades de exercicio melhoraram a taxa de sobrevivéncia e o desempenho da

memoria aversiva em animais envelhecidos.

4.2 MODALIDADES DE EXERCICIO FiSICO

4.2.1 Treinamento aerébico

O protocolo de treinamento aerObico consistiu em corrida em esteira

ergométrica adaptada para ratos (INBRAMED TK 01, Porto Alegre, Brasil) (Scopel et
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al., 2006; Cechetti et al., 2007) (Figura 4). Para determinar a velocidade de corrida,
foi utilizada a medida de consumo maximo de oxigénio indireto (VO2 max) (Brooks e
White, 1978). Os animais foram submetidos a corrida em esteira com velocidade
progressiva (5 m/min a cada 3 min) até atingirem a exaustao (incapacidade do rato
em continuar a correr — tempo de fadiga). O tempo de fadiga (em minutos) e a
velocidade maxima (em m/min) foram tomados como 100% da capacidade de
exercicio e utilizados para a mensuracdo de VO2 max indireto. Além de ser usado
para determinacao inicial da intensidade do treino, essa medida foi repetida a cada
trés semanas para progressao da velocidade, totalizando 4 verificacoes.

Os animais do grupo aerébico foram submetidos a corrida na esteira durante
20 minutos, 3 vezes por semana, durante 12 semanas a uma intensidade de 60% do
VO:2 méx entre as 14h e 17h (Spindler et al., 2015), diariamente, segundo protocolo

neuroprotetor proposto por Elsner e colegas (2011).

y

Figura 4 — Esteira ergométrica adaptada para ratos

4.2.2 Treinamento de forca

O protocolo de treinamento de forca foi adaptado de Gil e colaboradores
(2015), utilizando uma escada vertical (1 m de comprimento, posicionada com um
angulo de 85°) contendo uma caixa escura no seu topo (20 x 20 x 20 cm) (Cassilhas

et al., 2012) (Figura 5). O peso para o treinamento de forca foi determinado através
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do teste de uma repeticdo maxima (1RM) adaptado para ratos realizado antes do
treinamento. Os animais subiram a escada duas vezes com 50% do peso corporal
acoplado a cauda. ApG6s a conclusdo bem-sucedida desta tarefa, 30 g foram
adicionadas para novo teste (2 subidas na escada e 2 minutos de intervalo) isso foi
repetido até que os animais ndo conseguiram subir a escada e 0 peso registrado
como sobrecarga maxima. Os animais iniciaram o protocolo de exercicio subindo
com 50% da sobrecarga méxima presa a cauda. A cada 3 semanas, 10% da
sobrecarga maxima foi adicionada, até atingir o maximo de 80% da sobrecarga nas
tltimas 3 semanas. Os animais realizaram oito repeticdées com o peso fixado em sua
cauda. O tempo de duracdo de cada sessao do treino de forca foi em torno de 20
minutos, como descrito acima foi realizado trés vezes por semana durante 12

semanas.

Figura 5 — Equipamento usado para a realizagdo do treinamento de forga em ratos
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4.2.3 Treinamento acrobatico

O treinamento acrobéatico foi adaptado conforme protocolo de Jones e
colaboradores (1999). Em cada sessdo de treinamento os animais precisavam
completar 5 atividades 6 vezes: (1) atravessar uma escada horizontal (100 cm de
comprimento, 3 cm entre os degraus), (2) atravessar obstaculos (barreiras de 5 a 21
cm de altura), (3) atravessar uma gangorra, (4) andar sobre uma barra estreita (90
cm de comprimento e 10 cm de largura) e (5) andar sobre uma corda suspensa (100
cm de comprimento 5 cm de largura) (Figura 6). A cada 3 semanas, 0s obstaculos
foram alterados, as barras e a corda foram estreitadas e 0 espaco entre os degraus
da escada foram aumentados a fim de aumentar a dificuldade do treinamento (Black
et al., 1990). O tempo total de duracdo de cada sessado do treino acrobatico foi em
torno de 20 minutos, o treino foi realizado trés vezes por semana durante 12

semanas.

Figura 6 — Treinamento acrobético
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4.2.4 Treinamento Combinado

O treinamento combinado consistiu na unido dos protocolos de exercicios:
aerobico, forca e acrobatico. Cada sessédo consistia de 6 minutos de exercicio
aerobico, 6 minutos de exercicio de forca e 6 minutos de exercicio de
equilibrio/coordenacgédo. O teste de VO2 max e o de 1RM foram determinados da
mesma forma como descritos nos protocolos de exercicios aerébico e de forga. O
tempo de duracéo de cada sessao do treino combinado foi de aproximadamente 20

minutos, o treinamento foi realizado trés vezes por semana durante 12 semanas.

4.2.5 Animais do grupo sedentario

Os animais dos grupos sedentarios adulto e envelhecido receberam
manipulacdo semelhante aos exercitados. Foram colocados na esteira desligada ou

aparato do treino acrobético e forca sem carga.

4.3 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Os animais foram submetidos a decapitacdo, método aceito com restricao,
conforme as “Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA”, em ambiente
apropriado com baixa luminosidade, silencioso e longe de outros animais por
pesquisador com treinamento e experiéncia. O ambiente foi cuidadosamente
higienizado antes do ingresso do animal na sala

Os animais foram decapitados, 1 hora apos a ultima sessdo de exercicio
(Elsner et al.,, 2011; Gomez-Pinilla et al., 2011), em guilhotina adaptada para
roedores (Insight®) sem anestesia prévia para nao impactar parametros bioquimicos
estudados no musculo gastrocnémio e em estruturas encefalicas.

A escolha do tempo de 1 hora apds a ultima sessdo de exercicio ocorreu

porque nosso grupo de pesquisa demonstrou que o exercicio fisico aerdbico
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melhora o desempenho de memodria aversiva no paradigma da esquiva inibitéria,
quando testados 1 hora apOs a Ultima sessdo de exercicio, sem diferencas
significativas nos tempos de 18 horas, 3 e 7 dias (Lovatel et al., 2012). Ainda, as
modalidades de exercicio aqui testadas induziram diferengas significativas no
desempenho de memoria aversiva, alteraram marcas epigenéticas no promotor do
gene do BDNF em hipocampo (de Meireles et al., 2019) e, comparando as
modalidades, observamos niveis aumentados de BDNF em vesiculas extracelulares
de ratos Wistar envelhecidos submetidos ao protocolo aerdbico (Barcellos et al.,
2020).

Os musculos gastrocnémios das patas direita e esquerda foram rapidamente
dissecados, congelados em nitrogénio liquido, e armazenados em freezer - 80° C até
o dia da realizacdo dos ensaios bioquimicos. Neste estudo, focamos na avaliacdo do
musculo gastrocnémio devido ao fato de ser um musculo predominantemente
glicolitico, sensiveis aos estimulos de contracdo, de contracdo rapida envolvido em
movimentos de for¢a (Schiaffino e Reggiani, 2011; Frontera e Ochala, 2015; Carter,
Justice e Thompson, 2019). Além disso, Delizie e colaboradores (2019) verificaram
gue o BDNF regula a identidade do tipo de fibra do musculo glicolitico.

Para realizacdo dos ensaios, as amostras foram homogeneizadas de acordo

com as especificacdes de cada ensaio bioquimico.

4.4 IMUNOCONTEUDO DE PROTEINAS

As amostras de tecido muscular, gastrocnémio, 20 mg, foram
homogeneizadas em tampéo de lise (RIPA 1x, 400 pyL por amostra) contendo
inibidores de proteases (PIK:PMSF, 100:1) e detergente e homogeneizadas com a
utilizacdo do homogeneizador Tissue Ruptor (Qiagen®) em pulso de 40 segundos.
As amostras foram centrifugadas utilizando a centrifuga 5424 R (Eppendorf®) a
7.000 x g por 15 minutos a 4° C para descartar debris celulares, e o sobrenadante foi
coletado e utilizado no ensaio de Western Blotting. A quantidade de proteina total de
cada amostra foi quantificada pelo método de Bradford (1976). Foram submetidas 50
ug de proteinas totais, de cada amostra, a eletroforese em gel de dodecilsulfato de

sédio-poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%. A eletroforese iniciou com 80 V por 30 min,
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seguida de mais 90 min a 120 V. Apds a eletroforese, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A transferéncia se deu por
imersdo em tampao contendo Tris 20 mmol/L, glicina 150 mmol/L, metanol 30%
(VIV) e SDS 0,02% (P/V) (pH=8,3) em uma cuba de transferéncia Bio-Rad®
resfriada durante 90 min a 100 V. ApoGs os sitios de proteinas inespecificas foram
bloqueados com BSA a 3% em TTBS (NaCl 138 mM, Tris 25 mM, pH=8,0 e Tween-
20 a 0,1%) a temperatura ambiente por 1 h sob agitacdo. As membranas foram
incubadas durante a noite a 4° C (pelo menos por 16 h), sob agitacdo, com o0s
anticorpos primarios que foram avaliados neste estudo. As membranas foram
processadas por imunodeteccdo usando 0S seguintes anticorpos primarios:
anticorpo priméario monoclonal anti-BDNF de coelho (Abcam, cat. ab108319, diluicdo
de 1:1000) para BDNF maduro (15 kDa) e pro-BDNF (28 kDa) e anticorpo primario
policlonal receptor anti-tirosina quinase B (Bioss, cat. bs-0175R, diluicdo 1:1000)
para TrkB (90 kDa). Apés a incubacdo com anticorpos primarios, as membranas
foram lavadas 3 x com TTBS, e incubadas com o anticorpo secundéario Goat anti-
rabbit IgG H&L (Abcan, cat ab205718, diluicdo 1:5000) por 2 h em temperatura
ambiente sob agitacdo. Apos, as membranas foram lavadas com TBS (2 mM Tris-
HCI, 140 mM NaCl, pH= 7,4). As membranas com os anticorpos especificos foram
reveladas por quimiluminescéncia, sendo utilizado um kit comercial de ECL de
acordo com as especificagbes do fabricante (Thermo Scientific, Pierce™ ECL
Western Blotting Substrate cat. 32106). A reacdo de quimiluminescéncia foi
detectada pelo analisador de IBRIGHT C1000 (Thermofischer®). A densitometria
das bandas foi analisada usando o software Image J® (NIH, Bethesda, MD, USA).
Os pesos moleculares das bandas foram determinados por referéncia a um
marcador de peso molecular padrao (RPN 800 rainbow full range Bio-Rad, CA,

USA). Os resultados foram normalizados pelo método do Ponceau (Klen et al., 1995)

5. ANALISE ESTATISTICA

Ao final dos experimentos, os dados coletados foram armazenados e
organizados em uma planilha (Microsoft Excel 2010). Os resultados foram

analisados quanto a sua normalidade utilizando o teste de Levene. Os dados que
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seguiram a distribuicdo normal foram analisados pelo teste t de Student, seguido de
post hoc de Dunnet, onde foi considerado o fator idade. Os resultados cuja
distribuicdo foi ndo paramétrica foram analisados através do teste Kruskal-Wallis,
seguido de post hoc de Dunn. Todos os testes foram realizados usando o programa
estatistico Statical Package for the Social Science (SPSS), versao 20.0. Os dados
paramétricos foram expressos em média = desvio padrdo. Os dados néo
paramétricos foram expressos em medianas (intervalos interquartis 25/75). Em todos
os testes, foi considerado P<0,05 como significante.

6. RESULTADOS

6.1 EFEITOS DO ENVELHECIMENTO SOBRE A SINALIZACAO DO BDNF EM
MUSCULO ESQUELETICO DE RATOS

Inicialmente, foram analisadas as alteracdes relacionadas a idade nos niveis
de pr6-BDNF, mBDNF e TrkB em musculo gastrocnémio de ratos Wistar. O
processo de envelhecimento ndo impactou os niveis de pr6-BDNF em mdusculo
gastrocnémio de ratos Wistar (teste t de Student; P=0,62) (Figura 7a).

O teste t de Student indicou niveis reduzidos de BDNF maduro em animais
envelhecidos (P=0,04) em comparacdo aos animais adultos (Figura 7b).
Observamos também um efeito da idade sobre os niveis do receptor TrkB (teste t de
Student; P=0,04) em animais envelhecidos (Figura 7c). Os animais envelhecidos
exibiram niveis mais altos de TrkB em musculo gastrocnémio em comparagdo com o

grupo adulto.
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Figura 7 — Efeito do envelhecimento na via de sinalizacdo do BDNF em musculo
gastrocnémio de ratos Wistar. (a) Efeito do envelhecimento nos niveis de pr6-BDNF.
(b) Efeito do envelhecimento nos niveis de mBDNF. (c) Efeito do envelhecimento
nos niveis do TrkB. *Valores do teste t de Student significativamente diferentes do
grupo de animais de 5 meses de idade. Os dados estdo expressos como média *
desvio padrdo (P<0,05; n=4 animais por grupo em relacao ao pro-BDNF e mBDNF;
n=3 animais por grupo no TrkB) e os valores absolutos foram normalizados por Red
Ponceau S.

6.2 EFEITOS DE MODALIDADES DE EXERCICIO FISICO SOBRE A
SINALIZACAO DO BDNF EM MUSCULO GASTROCNEMIO DE RATOS
ADULTOS

Avaliamos se as modalidades de exercicio alteram a sinalizagdo do BDNF,
niveis de pr6-BDNF, mBDNF e TrkB, em musculos gastrocnémios de animais
adultos.

N&o foi possivel identificar diferengas significativas nos niveis de pro-BDNF
(KW=2,92; P=0,57), mBDNF (KW=3,55; P=0,47) e TrkB (KW=0,60; P=0,96) em
musculo gastrocnémio de ratos Wistar adultos nos protocolos de treinamento fisico

realizados (Figura 8).
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Figura 8 — Sinalizacdo do BDNF em musculo gastrocnémio de ratos Wistar adultos
submetidos a modalidades de exercicio fisico durante 12 semanas(a) Niveis de pro-
BDNF. (b) Niveis de mBDNF. (c) Niveis de TrkB. Os resultados foram expressos em
medianas e intervalos interquartis da expressao génica relativa ao grupo sedentério
(Fold Change, linha azul refere-se ao grupo sedentario) e foram analisados
estatisticamente com Kruskall-Wallis (P<0,05; n=4 animais por grupo em relacdo ao
pr6-BDNF e mBDNF; n=3 animais por grupo no TrkB).

6.3 EFEITO DE MODALIDADES DE EXERCICIO FISICO SOBRE A SINALIZACAO
DO BDNF EM MUSCULO GASTROCNEMIO DE RATOS WISTAR
ENVELHECIDOS

N&o foi possivel identificar diferencas significativas nos niveis de pro-BDNF
(KW=0,39; P=0,98), mBDNF (KW=0,79; P=0,94) e TrkB (KW=04,67; P=0,32) em
muasculo gastrocnémio de ratos Wistar envelhecidos submetidos a quaisquer

modalidades de exercicio fisico testados (Figura 9)
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Figura 9 — Sinalizacdo do BDNF em musculo gastrocnémio de ratos Wistar
envelhecidos submetidos a modalidades de exercicio fisico durante 12 semanas (a)
Niveis de pro-BDNF. (b) Niveis de mBDNF. (c) Niveis de TrkB. Os resultados foram
expressos em medianas e intervalos interquartis da expressédo génica relativa ao
grupo sedentario (Fold Change, linha vermelha refere-se ao grupo sedentario) e
foram analisados estatisticamente com Kruskall-Wallis (P<0,05; n=4 animais por
grupo em relacdo ao pr6-BDNF e mBDNF; n=3 animais por grupo no TrkB).

7. DISCUSSAO

Nossos dados demonstram que alteragbes na sinalizacdo do BDNF estao
relacionadas ao envelhecimento muscular em ratos, no entanto, ndo foi possivel
demonstrar um efeito agudo (1 hora apd6s a Ultima sessdo de exercicio) de
modalidades de exercicio, tanto em ratos adultos, quanto em envelhecidos. Embora
frequentemente as propriedades benéficas do exercicio sejam associadas ao
aumento de niveis de BDNF, do nosso conhecimento, este trabalho tem a primazia
de estudar o impacto de modalidades: aerobica, acrobatica, forca e combinada de
exercicio sobre a sinalizagdo do BDNF em musculo gastrocnémio de ratos adultos e
envelhecidos.

E interessante descrever que nossos dados demonstram uma reducdo nos

niveis de BDNF maduro em musculo gastrocnémio de ratos Wistar envelhecidos
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(Figura 7b). De acordo com nossos achados, outros grupos musculares também
apresentam niveis reduzidos de BDNF; os musculos diafragmas de camundongos
envelhecidos também apresentaram menores niveis de BDNF (Greising et al., 2017).
Outro estudo também sugere que com o envelhecimento ha uma reducdo na
producdo endogena de BDNF nos neurdnios motores frénicos que precede
alteracdes na expressao e/ou atividade do TrkB (Elliott et al., 2016). Esta diminuic&o
dos niveis de mBDNF esta bem descrita na literatura quando se refere ao SNC e
aos niveis plasmaticos (Calabrese et al., 2013; Forti et al. 2015; Belviranli e Okadun,
2018; Maderova et al., 2019). Foi relatado também uma tendéncia de reducédo do
MRNA do BDNF muscular em musculo triceps sural de ratos envelhecido (Ming et
al., 1999). Considerando os papéis do BDNF, tanto tréfico as células musculares
quanto nas juncdes neuromusculares (Greising et al.,2015; Hurtado et al., 2017,
Simo et al., 2018), podemos sugerir que a reducdo dos niveis no tecido muscular
esquelético pode contribuir para a sarcopenia relacionada ao envelhecimento.

Observamos que musculos gastrocnémios de animais envelhecidos
apresentaram niveis maiores do receptor TrkB comparados aos animais de 5 meses
(Figura 7c). E relevante destacar que trabalhos que utilizaram diferentes grupos
musculares de camundongos apresentaram um padrdo contrario de resposta ao
envelhecimento. O musculo s6leo de camundongos envelhecidos apresentou uma
expressao reduzida de TrkB (Kulakowski, Parker e Personius, 2011). Outro estudo
com o0 musculo séleo de camundongos envelhecidos constatou uma expressao
diminuida da proteina TrkB em animais de 24 meses (Personius e Parker, 2013). O
musculo diafragma de camundongo TrkB F616A sugere que a reducdo do BDNF
enddgeno precede a atividade reduzida do TrkB (Greising et al., 2015). Sakuma e
Yamaguchi (2011) também nédo conseguiram verificar diferencas na expressao de
BDNF muscular em musculo séleo de ratos Wistar de 2 a 12 semanas de idade. As
diferencas podem estar relacionadas a diferentes variaveis, como as espécies e
grupos musculares estudados como sugerido por Greising e colaboradores (2015).

Ainda o processo de envelhecimento parece nao interferir nos niveis de pro-
BDNF, uma vez que ndo foram observadas diferencas significativas entre os animais
de 5 e 25 meses de idade (Figura 7a).

Como descrito acima, as modalidades de exercicio, aerdbica, forca,
acrobética e a combinacdo das modalidades, ndo apresentaram um efeito agudo (1
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hora apds a Ultima sessao de exercicio) sobre a sinalizacdo do BDNF em musculo
gastrocnémio de ratos adultos e envelhecidos.

E notavel citar que todas as modalidades de exercicios reduziram a taxa de
mortalidade e melhoraram o desempenho da memodria em ratos envelhecidos (de
Meireles et al., 2019), o que pode impactar na saude geral durante o processo de
envelhecimento.

Embora frequentemente varias acdes benéficas do exercicio sejam
relacionadas ao aumento dos niveis de BDNF, nossos dados refutam a hipétese de
que a sinalizacdo do BDNF esta envolvida com o impacto do exercicio fisico em
musculo esquelético, especificamente o gastrocnémio.

Segundo diferentes autores, o musculo é capaz de produzir BDNF, mas
resultados conflitantes foram verificados em resposta ao exercicio. A expressao do
BDNF muscular ao nivel de proteina parece depender da atividade e do tipo de
célula muscular. Ndo ha consenso sobre os efeitos do exercicio fisico sobre o BDNF
em musculo.

O efeito da contragdo muscular nos niveis de BDNF é controverso. Alguns
protocolos de exercicios mostraram aumentos do BDNF em musculo esquelético,
enquanto outros ndo (Gémez-Pinilla et al., 2001; Cuppini et al., 2007; Ogborn e
Gardiner, 2010). A expressao do BDNF muscular ao nivel da proteina depende da
atividade e do tipo de célula muscular: exercicio crénico de alta intensidade reduz o
nivel de BDNF em mdusculos rdpidos e aumenta os niveis de BDNF-mRNA em
musculos lentos (Jiménez-Maldonado et al., 2016).

A resposta do BDNF muscular também parece estar relacionada a diferentes
modalidades de exercicio (Jiménez-Maldonado et al., 2018). Recentemente Antunes
e colaboradores (2019) estudaram a resposta do BDNF apds sessfes de exercicios
agudos realizado em intensidades baixa, moderada e alta. Exercicio de alta
intensidade leva & diminuicdo dos niveis de BDNF e foi observado que os individuos
com niveis de menor aptiddo fisica teve maiores aumentos no BDNF em exercicios
intensos intensidade. Os autores concluem que o exercicio de alta intensidade
parece ser mais eficiente em aumentar a concentracdo de BDNF em curto prazo.
Matthews e colaboradores (2009) verificaram que a contracdo das células
musculares aumenta os niveis de mRNA-BDNF Além disso, o tempo em que a
expressdo do BDNF foi regulada em resposta ao exercicio permanece incerto. Neste

estudo, ndo observamos alteragGes significativas induzidas pelas modalidades
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testadas sobre os niveis de pro-BDNF, mBDNF ou TrkB tanto em animais de 5
meses quanto de 25 meses (Figuras 8 e 9). Corroborando com nossos dados sobre
0s animais adultos, em uma sesséo de treinamento de for¢a ndo foram detectados
efeitos significativos nos niveis de BDNF e TrkB em musculos séleo e flexor longo do
halux de ratos de Wistar, vinte e quatro horas apds a sesséo de treinamento (Eslami,
Gharakhsnlou e Parnow, 2018). Estudos com os musculos diafragma e elevador
auris longus de ratos Sprague-Dawley verificaram que a contracdo muscular
induzida através da estimulacao elétrica de nervo aumenta os niveis de mBDNF sem
afetar os niveis de pr6-BDNF e ndo afeta os niveis do receptor de alta afinidade,
TrkB (Hurtado et al., 2017). Belvirani e Okudan (2018) constataram que ratas Wistar
jovens (4 meses) e envelhecidas (20 meses) sedentarias apresentavam menores
niveis de BDNF cardiaco, hepatico e plasmético em comparacao a ratas jovens e
envelhecidas treinadas por 12 semanas em exercicio voluntario em roda de corrida.

E de nota que processos adaptativos podem estar relacionados aos nossos
protocolos de treinamento fisico que foram realizados durante 12 semanas, uma vez
que ratos Sprague-Dawley exercitados em esteira em velocidade de até 20 m/min
com uma inclinacdo de 5%, apresentaram, em musculo séleo, maior expressao,
MRNA de BDNF apés 5 dias (184%), mas ndo em 10 dias de exercicio. Os niveis de
TrkB ndo foram afetados em nenhum momento (Ogborn e Gardiner, 2019). Foi
verificado que breves periodos de treinamento em esteira durante 5 dias produzem
aumentos no MRNA de BDNF em musculo s6leo (Gémez-Pinilla et al., 2001; Cuppini
et al., 2007). Um estudo envolvendo ratos espontaneamente hipertensos e
normotensos submetidos a 5 semanas de treinamento aerdbico ndo apresentaram
aumento na expressdo da proteina BDNF em musculo quadriceps (Wang et al.,
2019).

Corroborando com nossos achados, um estudo envolvendo tanto o
treinamento de aerdbico quanto o treinamento de forgca verificou que estes
protocolos ndo afetaram os niveis de BDNF em musculo gastrocnémio de ratos
envelhecidos (Vilela et al., 2018). Em ratos diabéticos Zucker 8 semanas de
treinamento de forca inibiu a elevacdo da expressdo de BDNF em musculos séleo
concomitante a melhora da forca muscular (Kim et al., 2015). Em estudos com ratas
Sprague-Dawley que realizaram um protocolo de exercicio de treinamento continuo

em esteira, foi verificado um aumento nos niveis de BDNF em musculo gastrocnémio
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48 h apos a ultima sessdo de exercicio nos animais 8 meses em comparagcdo aos
animais de 26 meses (Gao et al., 2020).

Conforme discutido anteriormente, alguns estudos verificam um aumento no
MRNA e na proteina BDNF ap6s um curto periodo de exercicio (menos de 7 dias),
enguanto outros observam apenas um aumento no mRNA do BDNF (Gomez-Pinilla
et al., 2001) ou proteina BDNF (Gomez-Pinilla et al., 2002; Cuppini et al., 2007;
Ogborg et al., 2010; Lee et al., 2017, Yu et al., 2017). Também foi observada uma
falta de efeito do exercicio ou até mesmo uma diminuicdo nos niveis de BDNF
muscular (Jiménez-Maldonado et al., 2016).

Ainda, autores sugerem que o aumento dos niveis plasmaticos de BDNF
induzido pelo exercicio pode ter se originado no musculo esquelético (Zoladz e Pilac,
2010). Maderova e colaboradores (2019) ao investigar os efeitos do exercicio
aerobico agudo e do treinamento de forca durante 3 meses em humanos jovens e
idosos verificou que o exercicio aerébico agudo aumentou transitoriamente os niveis
de BDNF sérico em nao praticantes de exercicios fisicos, mas ndo em jovens ou
adultos treinados. Esse mesmo estudo, demostrou que o exercicio aerébico agudo
resultou em um declinio nos niveis de BDNF plasmatico 1 h pds-exercicio em jovens
e idosos treinados. A diversidade de protocolos de exercicios fisicos, os musculos
analisados e o tempo de morte ap0s a ultima sessdo de exercicio podem implicar na
disparidade dos dados da literatura.

E importante destacar que os efeitos funcionais do exercicio em animais
idosos, relatados anteriormente (de Meireles et al., 2019) ndo podem ser atribuidos
aos niveis de BDNF muscular, uma vez que todas as modalidades de exercicio nédo
impactaram na via de sinalizagdo do BDNF no musculo gastrocnémio de ratos
Wistar. Contudo, sdo necessarios mais estudos para que possamos estabelecer
guais sao os beneficios promovidos pelas modalidades de exercicio.

Este estudo apresenta algumas limitacdes, dados sobre niveis de glicogénio
muscular, de BDNF plasmatico ou ainda a avaliagdo em diferentes tempos de morte
dos animais poderia elucidar mais o efeito do exercicio fisico em animais

envelhecidos e adultos.
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8. CONCLUSOES

Este estudo indicou uma diminuicdo significativa nos niveis de BDNF nos
ratos envelhecidos, enquanto os niveis do receptor TrkB aumentaram nos ratos
envelhecidos, quando comparado aos adultos. Assim, fornecemos evidéncias de
que de alteracbes na sinalizacdo BDNF/TrkB que podem contribuir para a
sarcopenia relacionada ao processo de envelhecimento.

Por outro lado, verificamos que as modalidades de treinamento aerdbico,
acrobatico, forca e a combinacéo destas, realizadas 3 sessdes por semana de 20
minutos por 12 semanas ndo alteraram os niveis de BDNF e do receptor TrkB em
musculo gastrocnémio, obtido uma hora apoés a ultima sesséo de exercicio, de ratos

Wistar adultos e envelhecidos.

9. PERSPECTIVAS

Nossas perspectivas sao estudar os mecanismos epigenéticos ligados a
alteracdo da sinalizacdo do BDNF muscular durante o processo de envelhecimento
e avaliar esses parametros em outros tempos, como o de 24 horas ap6s a ultima
sessdo de exercicio e /ou outros mecanismos de acédo para a melhor compreenséo
dos efeitos de modalidades de exercicio com vistas a prescricdo individualizada de
exercicios, respeitando as necessidades e caracteristicas dos idosos, aumentando a
adesdo ao programa de exercicios.
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