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RESUMO

Objetivo: Estudar os efeitos do exercicio exaustivo e da contusdo sobre a expressao dos fatores rela-
cionados com a autofagia das proteinas Beclina 1, LC3 e PINK-1 no musculo esquelético de ratos. Méto-
dos: Quarenta de dois ratos SD machos foram divididos randomicamente em 7 grupos com 6 ratos cada
um: C, DO, D24, D48, E0, E24 e E48. Os ratos de cada um dos grupos foram submetidos a eutandsia e
dissecados nos diferentes pontos de tempo de acordo com os grupos acima. Cada musculo quadriceps
femoral dos membros posteriores esquerdos foi removido e dividido em duas partes, uma para RNAm
de Beclina 1, LC3 e PINK-1 por PCR quantitativa fluorescente em tempo real e a outra para a proteina LC3
por Western blotting. Resultados: Em comparacdo com o grupo C, o teor de RNAmM em Beclina 1, PINK-1
e LC3 no grupo exercicio exaustivo imediato (EQ) foi significativamente reduzido (p < 0,01). Contudo, 0s
niveis de RNAm em PINK-1 e LC3 e a proteina LC3 em células do musculo esquelético aumentaram sig-
nificativamente nas 48 horas pds-deplecao (E48) (p < 0,05), sugerindo que a autofagia celular tendeu a
aumentar durante o periodo de recuperagao. Em comparagao com o grupo C, o teor de RNAm de Beclina
1, RNAm de Pink-1 e RNAm de LC3 no grupo contusdo imediata (D0) aumentou significativamente (p <
0,01) o que foi seguido por tendéncia de queda. Conclusao: Em geral, foram encontradas diferencas entre
0s modelos de contuséo e de exercicio exaustivo em cada fase de recuperagao. A expresséo génica dos
fatores relacionados com a autofagia ndo foi alta na fase de recuperagdo do exercicio exaustivo inicial e,
subsequentemente, seguiu tendéncia ascendente. Porém, os fatores acima aumentaram significativamente
nas fases de recuperacdo imediata e inicial depois de contuséo. O trauma contuso pode ser mais grave do
que a leséo induzida por exercicio exaustivo, de modo que a autofagia tem inicio mais cedo, de acordo
com as mudancas nos fatores relacionados com a autofagia. Nivel de Evidéncia lll; Estudos terapéuticos -
Investigacdo dos resultados do tratamento.

Descritores: Contusoes; Proteina Beclina 1; Exercicio Fisico.

ABSTRACT

Objective: To study the effects of exhaustive exercise and contusion on autophagy-related factors Beclin1, LC3 and
PINKT expression in the skeletal muscle of rats. Methods: Forty-two male SD rats were randomly divided into 7 groups, 6 rats
ineach group: C, D0, D24, D48, EQ, £24, and F48. Each group of rats was killed and dissected at the different respective time
points specified above. The whole quadriceps femoris of the left hind limbs were removed and divided into two parts, one
for mRNAs of Beclin1, LC3 and PINKT by real-time fluorescent quantitative PCR, and the other for LC3 protein by Western
blotting. Results: Compared with group C, the contents of Beclin1 mRNA, PINKT mRNA, and LC3 mRNA in the immediate
exhaustive exercise group (E0) were significantly reduced p<0.01. However, the levels of PINKT mRNA, LC3 mRNA, and LC3
protein in skeletal muscle cells increased significantly in the 48 hours after exhaustion (F48) p<0.05, suggesting that cell
autophagy had an increasing trend during the recovery period. Meanwhile, compared with the C group, the contents of
Beclin1 mRNA, PINKT mRNA, and LC3 mRNA in the immediate blunt contusion group (D0) increased significantly p<0.01
and were followed by a downward trend. Conclusion: Generally, there were differences between the blunt contusion and
exhausted exercise models at each recovery phase. The gene expression of the autophagy-related factors was not high in
the early exhaustive exercise recovery phase and subsequently followed an upward trend. But the above factors increased
significantly in theimmediate and early recovery phases after blunt contusion. Injury from blunt contusion may be more
severe than exhaustive exercise-induced-injury, so the autophagy starts earlier according to the changes in autophagy-
related factors. Level of evidence lll; Therapeutic studies investigating the results of treatment.
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RESUMEN

Objetivo: Estudiar los efectos del gjercicio exhaustivo y de la contusion sobre la expresion de los factores relacionados a
la autofagia de las proteinas Beclina 1, LC3 y PINK-1 en el musculo esquelético de ratones. Métodos: Cuarentay dos ratones
SD machos fueron divididos aleatoriamente en 7 grupos con 6 ratones cada uno: C, D0, D24, D48, EQ, E24 y E48. Los ratones
de cada uno de los grupos fueron sometidos a eutanasia y disecados en los diferentes puntos de tiempo de acuerdo con los
grupos encima. Cada musculo cuddriceps femoral de los miembros posteriores izquierdos fue removido y dividido en dos
partes, una para RNAm de Beclina 1, LC3 y PINK-1 por PCR cuantitativa fluorescente en tiempo real y la otra para la proteina
LC3 por Western blotting. Resultados: En comparacién con el grupo C, el tenor de RNAm en Beclina 1, PINK-1 y LC3 en el grupo
gjercicio exhaustivo inmediato (E0) fue significativamente reducido (p < 0,01). Con todo, los niveles de RNAm en PINK-1y LC3
y la proteina LC3 en células del musculo esquelético aumentaron significativamente en las 48 horas post-deplecion (E48)
(p < 0,05), sugiriendo que la autofagia celular tendié a aumentar durante el periodo de recuperacion. En comparacién con
el grupo G, el tenor de RNAm de Beclina 1, RNAm de Pink-1y RNAm de LC3 en el grupo contusidn inmediata (D0) aumentd
significativamente (p < 0,01) lo que fue sequido por tendencia de caida. Conclusion: En general, fueron encontradas diferencias
entre los modelos de contusion y de ejercicio exhaustivo en cada fase de recuperacion. La expresion génica de los factores
relacionados con la autofagia no fue alta en la fase de recuperacion del ejercicio exhaustivo inicial y, subsecuentemente, siguié
tendencia ascendente. Sinembrago, los factores encima aumentaron significativamente en las fases de recuperacién inmedi-
ataeinicial después de contusion. El trauma contuso puede ser mds grave que la lesion inducida por ejercicio exhaustivo, de
modo que la autofagia tiene inicio mds temprano, de acuerdo con los cambios en los factores relacionados a la autofagia.

Nivel de Evidencia lll; Estudios terapéuticos - Investigacion de los resultados del tratamiento.

Descriptores: Contusiones; Beclina-1; Ejercicio Fisico.
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INTRODUCAO

Depois de lesdo do musculo esquelético, o corpo repara a parte danificada.
Além do reparo das células musculares satélites, a autofagia também é um
procedimento importante de recuperacao de lesdes do musculo esqueléti-
co."? Aautofagia pode remover células danificadas e ¢ uma medida protetora
ativa das células? Essa autofagia das células musculares esqueléticas pode
transportar proteinas e organelas danificadas, degradadas ou envelhecidas
para lisossomas para digestdo e degradacéo, o que pode fornecer certos
substratos energéticos e sintéticos para a regeneragao das fibras muscu-
lares e inibir a apoptose das células do musculo esquelético.* A ressintese
de mitocondrias e protefnas contréteis durante a adaptagdo do musculo
esquelético também tem certo efeito sobre células musculares danificadas.
Assim sendo, a autofagia mitocondrial do musculo esquelético tem recebido
grande atencao no processo de reparo de lesdes do musculo esquelético.

Alguns relatos constataram que ha cinco estagios de autofagia, a
saber: iniciacdo, nucleacao, extensao, fusdo e degradacdo. Em estados
de desequilibrio de energia, a autofagia tem iniciacdo e nucleagdo. Nesse
processo, a proteina 1 de interacdo com Bcl-2 (Beclina 1) atua como uma
das protefnas importantes e forma a via regulatéria do complexo Beclina
1-Bcl-2 e afeta a fase de extensdo da autofagia.® A proteina 1 associada
aos microtubulos citoplasmaticos, cadeia leve 3 (LC3) é uma proteina
marcadora do processo de autofagia celular, principalmente na fase de
nucleacéo, e seu nivel de expressao pode refletir a atividade da autofagia.
Na via de sinalizacao putativa induzida por PTEN cinase 1 (PINK-1)/parkina,
a PINK-1 e a parkina foram protefnas identificadas previamente e regulam
a autofagia mitocondrial; a parkina é encontrada com expresséo elevada
em varios tecidos de mamiferos, incluindo cérebro, musculo esquelético
e coragdo, o que sugere que PINK-1/parkina pode ter uma ampla gama
de efeitos fisioldgicos na regulagdo da autofagia mitocondrial”

O exercicio exaustivo excéntrico pode levar a microlesdées do musculo
esquelético e a alteracdes ultraestruturais comprovadas pela literatura.
O trauma contuso pode causar inchaco relativamente dbvio das fibras
musculares, mas as mudancas dinamicas da autofagia nos dois modelos
de les&o nédo sdo claras. Neste artigo, 0s autores estabelecem diferentes
modelos experimentais de lesdo muscular esquelética para estudar
comparativamente as mudangas dindmicas de fatores relacionados com
aautofagia e os niveis de autofagia depois de lesdo muscular esquelética.
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MATERIAIS E METODOS

Animais e randomizacao

Ratos Sprague Dawley machos (8 semanas de idade, peso 130 + 20
g, n =6 por grupo) foram obtidos do Centro de Medicina Comparativa,
Jiangsu University (Jiangsu, China). Os ratos foram reproduzidos e cria-
dos no Laboratério de Ciéncias do Movimento Humano na Yangzhou
University. Todos os experimentos com animais se enquadram nas
diretrizes do "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (NIH,
Publicacdo no. 8023, revisado em 1978) e aprovado pelo Animal Care and
Use Committee da Yangzhou University para o tratamento de animais
(Jiangsu, China). Todos os ratos foram alojados em uma gaiola doméstica
de 30 x 41 cm e 25 cm de altura em uma sala limpa, com temperatura
de aproximadamente 22 °C e um ciclo claro-escuro de 12 em 12 horas.
A dieta sélida e a 4gua foram fornecidas ad libitum.
Randomizacao: Os 42 ratos Sprague Dawley foram divididos randomica-
mente em 7 grupos: (1) controle sedentario (C, n = 6), (2) imediatamente
depois de contusao (DO, n = 6), (3) 24 horas depois de contusdo (D24, n =
6), (4) 48 horas depois de contusdo (D48, n=6), (5) imediatamente depois
de exercicio exaustivo (EQ, n =6), (6) 24 horas depois de exercicio exaustivo
(E24,n=6),(7) 48 horas depois de exercicio exaustivo (E48, n = 6). Todos 0s
ratos foram sacrificados com alta dose de pentobarbital sédico (200 mg/kg,
intraperitoneal) em diferentes pontos do tempo, de acordo com 0s grupos
acima. Apds a eutanasia, os ratos foram dissecados imediatamente, 24 e 48
horas depois de exercicio exaustivo e contusdo, respectivamente. Todo o
musculo quadriceps femoral esquerdo dos membros posteriores foi retirado
e armazenado a —80 °C e, a seguir, a secdo intermedidria da amostra foi
misturada e triturada para realizar a PCR em tempo real e Western blotting.

Sessao Unica de exercicio exaustivo em esteira

O protocolo de exercicio exaustivo gradativo foi adaptado com uma
modificacdo do método de Lin et al® Na parte de tras da esteira, foi insta-
lada uma grade eletrificada para forcar o animal a se exercitar. Nos grupos
de exercicio exaustivo, os ratos foram testados por 15 a 20 minutos em
esteira ergométrica a 10 a 30 metros/minuto por 6 dias. Durante o teste
ergomeétrico, os ratos correram em seis pistas inclinadas (-10°). A velocidade
da esteira foi aumentada gradativamente para 10, 15, 20, 25 m/min.,com
duragdo de 10 minutos em cada; a sequir, foi acelerada para 30 m/min. até
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a exaustdo dos ratos. O padrdo de exaustao é que os ratos ndo consigam
mais acompanhar a esteira na Ultima velocidade de 30 metros/minuto
e ndo consigam ficar em pé quando colocados de costas em repouso.
O tempo médio de exaustao foi de 105 minutos em Nosso experimento.

Contusao

O trauma contusao no membro posterior dos ratos foi produzida
usando o modelo de lesdo em queda de massa descrito pela primeira
vez por Kami et al® e otimizado para nosso laboratério. Essa contusao
foi moderadamente grave e ndo resultou em lesdes dsseas nem afetou
a marcha dos animais. Resumidamente, a técnica envolve a queda de
200 g de peso de um cilindro (didmetro da superficie de base de 1 cm
com 1,0 J de energia cinética) da altura de 50 cm na superficie medial
do quadriceps femoral esquerdo de ratos anestesiados com éter etilico.

PCR da transcricao reversa em tempo real

Neste estudo, a expressdo do RNAmM em Beclina 1, LC3 e PINK-1 foi
avaliada por reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa
em tempo real (RT-PCR). Usando Takara SYBR Premix Ex Tag TM Il para
RNAm, aplicou-se DNAC sintetizado foi aplicado a RT-PCR em tempo real
(ABI 9700 Thermal Cycler Dice, EUA) e analisado com 7500 Real-Time
PCR System (ABI, EUA). Com o reagente RNAiso Plus (Takara Bio, Jap&o),
0 RNA total foi extraido da porcéo proximal do quadriceps femoral, de
acordo com as instrucdes do fabricante. Usando o kit de sintese de
DNAc de primeira cadeia, as amostras (~10 ng de RNA) foram transcritas
reversamente de acordo com o protocolo do fabricante [PrimeScript RT
Master Mix (Perfect Real Time) para RNAm, Takara Bio, Japao].

A enzima GAPDH foi utilizada como padrdo interno para normalizar
a quantidade de RNA total presente em cada reagdo. As condi¢des do
ciclo em tempo real foram de 95 °C por 30 segundos, seguidas de 40
ciclos a 95 °C por 5 segundos e a 60 °C por 34 segundos para 0 RNAm.
Os niveis de expresséo para cada transcricdo de RNAm foram determinados
normalizando cada grupo com o grupo sedentario pelo método 2-AACT.
Os primers (iniciadores) usados para a deteccao de DNAc de rato foram
concebidos por Sangon Biotech (Shanghai, China), e listados a seguir:
Beclina 1 direta: CGCAAGGTGGTGGCAGAGAAC

reversa: AAGCATGGAGCAGCAGCACTG
LC3 direta: TCGCCGACCGCTGTAAGGAG
reversa: GGTTGACCAGCAGGAAGAAGGC

PINK-1  direta: DIRETA: GCCACGGTCGCACACTGTTC
reversa: GCCATTGCCACCACGCTCTAC
GAPDH  direta: AATGGTGAAGGTCGGTGTGAACG

reversa: TCGCTCCTGGAAGATGGTGATGG

Analises do Western blot

Uma quantidade apropriada de quadriceps femoral misturado foi
retirada e triturada. O tampao de lise RIPA com PMSF (PMSF: RIPA = 100:
1, Shanghai Biyuntian Co., China) foi adicionado as amostras. Depois de
homogeneizacéo elétrica, as amostras foram sonicadas e lisadas a 4 °C

durante a noite e, em seguida, centrifugadas a 12.000 rpm e 4 °C por 30
minutos. O sobrenadante foi subembalado. A amostra acima foi preparada
a 20 ug/tempo, e foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida SDS
(instrumento de eletroforese 325BR051391, BIO-RAD, EUA), concentracao
de gel de separacdo 12%, e a sequir, transferida para uma membrana
de PVDF por 1 hora, bloqueada com leite desnatado 5%. O anticorpo
primério anti-LC3 (Sangon Biotech Co., China, D155238-0100, 1:500) e a
referéncia interna anti-GAPDH (Sangon Biotech Co,, China, D110016-0100,
1:10.000) foram diluidos com 5% de leite desnatado, de acordo com a
proporcao das instrugdes para anticorpos. Em seguida, a membrana foi
embebida e incubada a 4 °C em um agitador tridimensional durante
a noite. A membrana foi lavada 4 vezes e o anticorpo secundario foi
incubado (Sangon Biotech Co,, 1:5.000) durante 1 hora. Em seguida, a
membrana foi desenvolvida por ECL (ECL Plus Ultra Sensitive Kit, Phygene
Life Sci Co., China). A proteina alvo e a GAPDH sé&o avaliados na mesma
membrana. O resultado final foi expresso como a razdo de densidade
optica (DO) entre a proteina alvo LC3 e a referéncia interna de GAPDH.
O software Image Lab5.1 foi usado para andlise da escala de cinza.

Analise estatistica

A significancia estatistica foi avaliada por andlise de variancia unilateral
(ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey para corrigir comparagdes
multiplas (SPSS 21.0, SPSS Inc.). Os dados sdo expressos como média +
erro padréo da média (EPM). O nivel de significancia estatistica foi p < 0,05.

RESULTADOS

Os resultados da gRT-PCR mostraram que, em comparacao com o
grupo C, o teor de RNAm em Beclina 1, PINK-1 e LC3 no grupo de exercicio
exaustivo imediato (EQ) teve reducéo significativa (p < 0,01). No entanto,
0s niveis de RNAmM em PINK-1 e LC3 nas células do musculo esquelético
aumentaram significativamente nas 48 horas ap6s a exaustao (E48)
(P <0,05). Em comparacado com o grupo EO, todos os valores em E24 e
E48 aumentaram significativamente (P < 0,01). No inicio, a tendéncia
de mudanca foi baixa e, a seguir passou a ser alta (Tabela 1; Figura 1).

Em comparagéo com o grupo C, o teor de RNAm em Beclina 1, PINK-1
e LC3 no grupo contusdo imediata (D0) aumentou significativamente
(p <0,01) o que foi seguido por uma tendéncia de queda. Em comparacdo

Tabela 1. Expresséo de genes em todos os grupos em diferentes pontos do tempo
depois de exercicio exaustivo (EO, E24, E48) e contusédo (DO, D24, D48).

grupo (n =6) [RNAm de Beclina 1| RNAm de PINK-1 RNAm de LC3
C 1,00+0,24 1,38+0,34 1,03+0,14
=] 0,13+0,07** 0,10+0,05** 0,12+0,04**
E24 0,92+0,20% 1,47+0,37% 1,80+0,96%
F48 1,98+0,4%3 11,93+1,99**2 447+0,11%%
DO 5,20+0,53** 7,18+0,56** 5,83+0,79**
D24 0,1440,10%*60 3,03+0,37*° 1,57+0,2'b
D48 0,1740,16%%0 2,20+0,28° 0,1620,02%60

[*] Diferenca significativa em comparagéo com o controle, P < 0,05. [**] P < 0,01. [a] Diferenca significativa em
comparagdo com EO, P < 0,05. [aa] P < 0,01. [b] Diferenca significativa em comparagédo com DO, P < 0,05. [bb]
P <001 (n=6/grupo).

A C
RNAmM de Beclina 1 RNAmM de PINK-1 RNAm de LC3

8 15 8
g s 2
& 6 = 56
o =0 o
S 4 ° S 4
g 2 g
[} pvel
g 2 g 5 g 2
a5 3 a5

0 & 0

C E0 E24 E48 DO D24 D48 0 C E0 E24 E48 DO D24 D48
C EO0 E24 E48 DO D24 D48

Figura 1. Expressdo génica em todos os grupos em diferentes momentos depois de exercicio exaustivo (E0, E24, E48) e contuséo (DO, D24, D48). As expressdes génicas foram
medidas de (A) Beclina 1, (B) PINK-1, (C) LC3 por gRT-PCR. Os dados sdo médias + EPM, n = 6/grupo, [¥] Diferenca significativa em comparacado com o controle, P < 0,05. [**¥] P
< 0,01. [a] Diferenca significativa em comparagao com EO, P < 0,05. [aa] P < 0,01. [b] Diferenca significativa em comparacao com DO, P < 0,05. [bb] P < 0,01.
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com o grupo DO, todos os valores em D24 e D48 diminuiram significati-
vamente (P < 0,05). No inicio, a tendéncia de mudanca foi alta depois de
contusao e, a seguir passou a ser baixa. Além disso, houve diferencas em
cadafase de recuperagdo entre contusao e modelos de exercicio exaustivo
(Tabela 1; Figura 1). Em comparacdo com o grupo DO, D24 e D48 redu-
ziram significativamente (P <0,05). Toda a tendéncia de mudanca apos
a contusdo contundente era inicialmente alta e depois tornou-se baixa.

Os resultados do Western blot de LC3 mostraram que, em compa-
racao com o grupo C, o teor de proteina LC3 no musculo esquelético
aumentou significativamente em todos os outros grupos (P < 0,05).
Comparado com o grupo EQ, o valor da proteina LC3 no grupo E48
aumentou significativamente (P < 0,05). Além disso, em comparacao
com o grupo DO, o LC3 no grupo D24 teve aumento significativo (P <
0,01), e a seguir passou a diminuir gradualmente (Figura 2).

LC3 14KDa

GAPDH 36KDa

C E48 E24 EO DO D24 D48

Proteina LC3

Expressao relativa

C EO E24 E48 Do D24 D48

Figura 2. A expresséo da proteina LC3 foi medida por Western Blot em todos 0s grupos
em diferentes momentos depois de exercicio exaustivo (E0, E24, E48) e contusao (DO,
D24, D48). Dados expressos como média + EPM, n = 6/grupo. [*] Diferenca significativa
em comparagéo com o controle, P < 0,05.[**] P < 0,01. [a] Diferenca significativa em com-
paragdo com EOQ, P < 0,05. [b] Diferenca significativa em comparag¢do com DO, P < 0,05.

DISCUSSAO

O exercicio exaustivo excéntrico pode levar a microlesées no musculo
esquelético e a alteracoes ultraestruturais, o que foi comprovado por es-
tudos anteriores. Também houve relatos de mudancas ultraestruturais em
estudos anteriores em nosso laboratdério. O trauma contuso pode causar
inchaco relativamente dbvio das fibras musculares, mas as mudancas
dindmicas da autofagia nos dois modelos de lesdo ndo sao claras, fator
que motivou este estudo. Por meio de comparacao sincronica, a diferenca
e o grau de autofagia em dois modelos serdo explorados e avaliados.

Efeitos do treinamento fisico sobre os fatores relacionados
com a autofagia

Os relatos de investigagdo dos fatores relacionados com autofagia nos
modelos de exercicio exaustivo e contusdo sao raros. Os relatos anteriores
mostraram que o treinamento intervalado de alta intensidade (TIAI) foi mais
eficaz para melhorar o desempenho do exercicio do que o treinamento
continuo de intensidade moderada (TCIM) e essa melhora é relacionada
com a adaptacéo autofdgica basal e a fungdo mitocondrial no musculo
cardiaco e esquelético. Os resultados indicaram que a expressao de Be-
clina 1, Bnip3, P62, ATG-3, LC3-Il e razdo LC3II/LC3-1 foi significativamente
aumentada apenas nos musculos séleo e cardiaco depois de TIAL'®T Em
outro modelo de rato, a razéo LC3II/LC3 diminuiu significativamente em
uma Unica sessao de exercicio. Porém, as alteracdes proteicas relacionadas
com autofagia ndo foram encontradas no musculo gastrocnémio branco
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(glicolitico).!” Em nosso protocolo de exercicios exaustivos graduados, o
RNAm de LC3 e a expressao proteica do quadriceps femoral misturado em
cada fase nao foram completamente sincronizados. Depois de 48 horas
do exercicio exaustivo, ambos haviam crescido de modo significativo. A
proteina LC3 aumentou de forma constante apds a exaustao imediata,
enqguanto o RNAm de LC3 diminuiu imediatamente depois da exaustao
e, a seguir, aumentou. Isso pode ser devido a maior consumo e dano do
RNAm de LC3 imediatamente depois da exaustao.

Alguns estudos prévios investigaram as expressdes dependentes
do tempo de fatores relacionados a autofagia. Os resultados sugerem
gue uma unica sessao de 50 minutos de exercicio em esteira atenua
a resposta autofagica no musculo esquelético murino. O marcador de
autofagia LC3-Il, LAMP2a, Atg7 e Beclina 1 no musculo gastrocnémio
murino diminuiu significativamente durante o periodo de recuperagdo
(3,6 € 12 horas), ao passo que ndo houve diminuicdo imediata apds o
exercicio (0 hora).!? Em outro relato, os marcadores autofagicos LC3B-
-Il do quadriceps femoral aumentaram em 120 minutos de corrida e
exaustdo (T-e), mas o p62 diminuiu significativamente em T-e. Os dados
sugeriram que a fusdo mitocondrial permaneceu inalterada, mas a fissdo
mitocondrial aumentou rapidamente durante o exercicio.'

Em nossos modelos de rato com diferentes fases, descobrimos que
o contetido de RNAm em Beclina 1, PINK-1 e LC3 no grupo de exercicio
exaustivo imediato (EQ) foi significativamente reduzido em comparagdo
com o grupo C, indicando que o nivel de autofagia celular ndo estava
alto na fase de recuperacéo inicial do exercicio exaustivo. Mas os niveis
de RNAmM em PINK-1, LC3 e LC3 no quadriceps femoral aumentaram
significativamente nas 48 horas apds a exaustao (E48), sugerindo que a
autofagia celular tendeu a aumentar durante o periodo de recuperacéo.

Por outro lado, foi confirmado que o pré-condicionamento fisico
tardio (PFT) tem efeito protetor sobre o estresse cardiovascular agudo.'
O PFT causou degradagdo mitocondrial mediada por parkina e supri-
miu significativamente as lesdes de exaustao induzidas pelo exercicio,
aumentando a eficiéncia da translocacdo da membrana mitocondrial
externa de LC3. Bnip3 pode desempenhar um papel na inducao de
aumentos de LC3-Il mitocondrial.’® Em um estudo anterior,'” oito ho-
mens participaram de exercicios de ultrarresisténcia em uma corrida
de 200 km. Os niveis de transcricdo dos genes LC3b, BNIP3, ATG4b e
ATG12 relacionados com a autofagia no musculo esquelético humano
aumentaram acentuadamente, o que ativou a autofagia. Os outros relatos
indicaram que os eventos regulatérios da autofagia foram atenuados no
musculo esquelético envelhecido. Contudo, o nivel de autofagia pode
ser regulado positivamente por algum treinamento fisico.'®'®

Efeitos de doencas e lesdes musculares sobre fatores rela-
cionados com autofagia

Os relatos de investigacao de fatores relacionados com a autofagia
em modelos de contusao também séo raros. Um estudo recente mostrou
que os marcadores de fissdo mitocondrial foram elevados, enquanto as
proteinas de fusdo foram reduzidas depois de transeccao do nervo ciatico.?
Houve elevagdes na expressao total dos marcadores de mitofagia Beclina
1, PINK-1, LC3-Il, p62 e ULKT fosforilada (Serina 555). Como resultado, a
paralisia do musculo gastrocnémio provoca a elevagdo progressiva da
expressao de proteinas mitofagicas e fissdo mitocondrial. As intervencoes
de reabilitagdo ou farmacéuticas para limitar o excesso de mitofagia podem
ser terapias eficazes para proteger a fun¢ao e a massa muscular paralisada.

A atrofia muscular induzida por doenca renal crénica (DRC)?! foi
associada a autofagia e mitofagia ativadas acompanhadas por elevacédo
de protefnas e expressao de RNAm de PINK-1, BNIP3, LC3, p62 e parkina
no musculo esquelético e mitocdndrias isoladamente. A autofagia pode
ser ativada por fatores translacionais FoxO3 no musculo esquelético,
0 que pode ser uma nova forma de intervencdo na atrofia muscular
por DRC.?? Além disso, o exercicio aerdbico regular pode influenciar
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efetivamente diversos fatores relacionados com autofagia no musculo
esquelético de ratos hipertensos e normotensos.”®

Sobre o reparo de contusdo aguda do musculo esquelético,® o
relato indicou que as expressdes de P62 e LC3-Il foram altas no inicio e
reduzidas posteriormente. Comparado com o grupo controle e o gru-
po de 14 d, a expressdo de LC3-Il e P62 aumentou significativamente
depois de contuséo aguda do musculo esqueléticoem 3d,5d,7d.Isso
mostrou que a taxa de recuperacdo da leséo pode estar relacionada
com o nivel de autofagia.

Nosso modelo de contusao ndo foi semelhante aos estudos anteriores
quanto as fases de recuperacdo. Constatamos que o contetido de RNAm
em Beclina 1, PINK-1 e LC3 no grupo de contuséo imediata (DO) aumentou
significativamente com relacdo ao grupo C, indicando que o nivel de
autofagia celular teve aumento consideravel nas fases de recuperacéo
imediata e inicial depois de contusdo, seguida por tendéncia decrescente.
Até onde sabemos, este é o primeiro estudo comparativo que investiga
os fatores relacionados com autofagia por meio de dois modelos de
exercicio exaustivo Unico e contusao. Em conclusdo, nossos modelos de
rato mostraram diferencas em cada fase de recuperacao entre contusao
e modelos de exercicio exaustivo. As lesdes contusas foram mais graves
do que as lesdes por exercicio exaustivo, de modo que a autofagia teve
inicio precoce de acordo com as alteracdes dos fatores relacionados com
autofagia. O RNAm de LC3 aumentou significativamente logo depois de
lesdo contusa, mas houve defasagem no aumento expressivo da proteina
LC3 24 horas depois da exaustao; a seguir, ambos diminuiram.

Via de sinalizacdo de PINK-1/parkina e mitofagia

No mecanismo regulatério da mitofagia, 0 acimulo de PINK-1 na
membrana externa pode recrutar e fosforilar a parkina para se localizar na
mitocondria, o que fortalece a atividade da ubiquitina ligase E3. A parkina
pode causar acimulo de P62 nas protefnas da matriz mitocondrial e ligar
LC3, favorecendo que a mitocéndria alvo entre em autofagossomos e
inicie a autofagia mitocondrial >2

Os modelos atuais de autofagia seletiva indicam que os receptores de
autofagia, inclusive NDP52 e Optineurina, podem ligar a carga autofdgica
as membranas autofagossémicas.® O motivo da regido de interacao LC3
(LIR) no interior dos receptores autofagicos é amplamente reconhecido
como essencial para o sequestro seletivo de carga. Acredita-se que isso
ocorra por meio da ligagdo do receptor de autofagia a homologos da
Atg8 (LC3/GABARAP) por meio de uma regido de interagao de LC3 (LIR).
Aqui, o motivo LIR dentro de NDP52 e optineurina é dispensavel para a
seletividade Atg8 e recrutamento durante a mitofagia PINK-1/parkina.

Em geral, organelas danificadas e agregados de proteinas séo marcados
com cadeias de ubiquitina para desencadear a autofagia.?’ Para ativar a
ubiquitina ligase parkina, a ubiquitina quinase PINK-1 fosforila a ubiquitina
para iniciar a mitofagia, que constréi cadeias de ubiquitina nas proteinas da
membrana mitocondrial externa e recruta os receptores autofagicos. Em
nossos modelos de rato, as alteracdes de RNAm em PINK-1,Beclina 1e LC3
foram basicamente semelhantes. Além disso, 0 mecanismo regulatério da
via de sinalizacdo PINK-1/parkina durante a leséo e regeneracao muscular
em nossos dois modelos precisa ser investigado no futuro.

CONCLUSOES

No geral, foram identificadas diferencas em cada fase de recuperacao
entre modelos de contusdo e de exercicio exaustivo. A expressdo dos
genes dos fatores relacionados com a autofagia, Beclina 1, PINK-1 e LC3,
néo foi elevada na fase de recuperacao inicial de exercicio exaustivo e
foi sequida por tendéncia ascendente. Contudo, os fatores acima au-
mentaram significativamente nas fases de recuperacdo imediata e inicial
depois de contusdo. A contusdo pode ser mais grave do que a leséo por
exercicio exaustivo, portanto, a autofagia comeca mais cedo, de acordo
com as mudangas dos fatores relacionados a autofagia.
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