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RESUMO

Objetivo: Estudar as alteracdes temporais dos fatores relacionados a autofagia no musculo esquelético de
ratos apos exercicio exaustivo e trauma contuso. Métodos: Quarenta e dois ratos machos SD foram divididos em
7 grupos com 6 ratos em cada grupo: Grupo de controle silencioso (C), imediatamente apds o exercicio exaustivo
(E0), 24 horas apds o exercicio exaustivo (E24), 48 horas ap6s o exercicio exaustivo (E48), imediatamente apds o
trauma contuso (D0), 24 horas apds o trauma contuso (D24), 48 horas apds o trauma contuso (D48). Todos os
grupos de ratos foram mortos e rotulados, respectivamente, em diferentes momentos especificados acima, e o
musculo gastrocnémio direito foi retirado, dividido em duas partes, uma para mRNAs de Lamp-2, BNIP3 e NIX por
PCR quantitativo fluorescente em tempo real, e a outra para a proteina p62 por imunotransferéncia. Resultados: (1)
Em comparacao com o grupo C, os niveis de mRNA de p62, Lamp-2 e NIX no grupo E48 aumentaram significati-
vamente apos o exercicio exaustivo (P<0,05), sugerindo que a autofagia aumentou em 48 horas apds o exercicio
exaustivo. (2) Em comparacao com o grupo C, os niveis de mRNA de p62mRNA e Lamp-2 foram significativamente
aumentados imediatamente apds o trauma contuso (P<0,05) e diminufram significativamente em 48 horas ap6s
o trauma contuso (P<0,05), sugerindo que a atividade de autofagia foi aumentada imediatamente apds o trauma
contuso e diminuiu em 48 horas apds a lesao. Concluséo: Houve, via de regra, diferencas em cada fase de recu-
peracao entre os modelos de trauma contuso e de exercicio exaustivo, sendo que os fatores de autofagia basal e
os fatores de autofagia mitocondrial também foram inconsistentes. Os fatores de autofagia basal p62 e Lamp-2
aumentaram significativamente 48 horas apds o exercicio excéntrico exaustivo e imediatamente aps o trauma
contuso. O fator de autofagia mitocondrial BNIP3 nao aumentou apds o exercicio exaustivo e o trauma contuso,
mas o NIX aumentou somente apds o exercicio exaustivo. Seu mecanismo molecular precisa ser investigado
com mais detalhes. Nivel de Evidéncia lll; Estudos Terapéuticos que Investigam os Resultados do Tratamento.

Descritores: Proteinas Relacionadas a Autofagia; Mdsculo Esquelético; Ferimentos ndo Penetrantes; Fadiga Muscular.

ABSTRACT

Objective: To study the temporal changes of autophagy related factors in skeletal muscle of rats after exhaus-
tive exercise and blunt trauma. Methods: Forty-two male SD rats were divided into 7 groups with 6 rats in each
group: Quiet control group (C), immediately after exhaustive exercise (E0), 24 hours after exhaustive exercise (E24),
48 hours after exhaustive exercise (E48), immediately after blunt trauma (D0), 24 hours after blunt trauma (D24),
48 hours after blunt trauma (D48). All groups of rats were killed and samped respectively at different time points
specified above, and the right gastrocnemius muscle was taken, which was divided into two parts, one for mRNAs
of, Lamp-2, BNIP3 and NIX by real-time fluorescent quantitative PCR, and the other for p62 protein by Western
blotting. Results: (1) Compared with group C, mRNA levels of p62, Lamp-2 and NIX in group E48 were significantly
increased after exhaustive exercise(P<0.05), suggesting that autophagy increased in 48h after exhaustive exercise.
(2) Compared with group C, p62mRNA and Lamp-2 mRNA levels were significantly increased immediately after
blunt trauma(P<0.05) and decreased significantly in 48h after blunt trauma(P<0.05), suggesting that autophagy
activity was enhanced immediately after blunt trauma and decreased in 48h after injury. Conclusions: Generally,
there were differences at each recovery phase between blunt trauma and exhausted exercise models, and the basal
autophagy factors and mitochondrial autophagy factors were also inconsistent. Basal autophagy factors p62 and
Lamp-2 increased significantly 48 hours after eccentric exhaustive exercise and immediately after blunt trauma.
Mitochondrial autophagy factor BNIP3 did not increase after exhaustive exercise and blunt trauma, but NIX only
increased after exhaustive exercise. Its molecular mechanism needs to be further studied. Level of Evidence lll;
Therapeutic Studies Investigating the Results of Treatment.

Keywords: Autophagy-Related Proteins; Muscle, Skeletal; Wounds, Nonpenetrating; Muscle Fatigue.

RESUMEN

Objetivo: Estudiar los cambios temporales de los factores relacionados con la autofagia en el musculo esquelético
de ratas tras el gjercicio exhaustivo y el traumatismo contuso. Métodos: Se dividieron 42 ratas SD macho en 7 grupos
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con 6 ratas en cada grupo: grupo de control silencioso (C), inmediatamente después del ejercicio exhaustivo (EQ),
24 horas después del ejercicio exhaustivo (E24), 48 horas después del ejercicio exhaustivo (E48), inmediatamente
después de un traumatismo contuso (D0), 24 horas después de un traumatismo contuso (D24), 48 horas después
de un traumatismo contuso (D48). Todos los grupos de ratas fueron sacrificados y rotulados, respectivamente, en
diferentes momentos especificados anteriormente, y se extrajo el musculo gastrocnemio derecho, dividido en dos
partes, una para los ARNm Lamp-2, BNIP3 y NIX mediante PCR cuantitativa fluorescente en tiempo real, y la otra
para la proteina p62 mediante Western blotting. Resultados: (1) En comparacién con el grupo C, los niveles de
ARNm de p62, Lamp-2 y NIX en el grupo E48 aumentaron significativamente tras el ejercicio exhaustivo (P<0,05), lo
que sugiere que la autofagia aumentdé en las 48 horas posteriores al ejercicio exhaustivo. (2) En comparacion con el
grupo G, los niveles de ARNm de p62 ARNm y Lamp-2 aumentaron significativamente inmediatamente después del
traumatismo contuso (P<0,05) y disminuyeron significativamente a las 48 horas después del traumatismo contuso
(P<0,05), lo que sugiere que la actividad de autofagia aumenté inmediatamente después del traumatismo contusoy
disminuy6 alas 48 horas después de la lesién. Conclusion: En general, hubo diferencias en cada fase de recuperacion
entre los modelos de traumatismo contuso y ejercicio exhaustivo, y los factores de autofagia basal y los factores de
autofagia mitocondrial también fueron inconsistentes. Los factores de autofagia basal p62 y Lamp-2 aumentaron
significativamente 48 horas después del ejercicio excéntrico exhaustivo e inmediatamente después del traumatismo
contuso. El factor de autofagia mitocondrial BNIP3 no aumentd tras el ejercicio exhaustivo y el traumatismo contuso,
pero NIX sélo aumenté tras el gjercicio exhaustivo. Su mecanismo molecular debe investigarse con mds detalle. Nivel
de Evidencia lll; Estudios Terapéuticos que Investigan los Resultados del Tratamiento.

Descriptores: Proteinas Relacionadas con la Autofagia, Musculo Esquelético; Heridas no Penetrantes; Fatiga Muscular.

DOI: http://dx.doi.org/10.1590/1517-8692202430022023_0218p

INTRODUCAO

Apds qualquer lesdo muscular esquelética, é efetuado um reparo
fisioldgico na parte danificada. Esse sistema de autofagia também é
um importante procedimento de reparo da lesdo do musculo esque-
lético, além do reparo das células satélites musculares.! A autofagia
mitocondrial refere-se principalmente ao dano de despolarizagao das
mitocondrias intracelulares sob o estimulo de ROS, deficiéncia nutricio-
nal, envelhecimento celular, etc. onde as mitocdndrias danificadas s&o
especificamente envolvidas no autofagossomo e integradas ao lisosso-
mo, completando assim a degradacdo das mitocondrias danificadas e
mantendo a estabilidade do ambiente intracelular.?3 A BNIP3/NIX é uma
importante via de autofagia mitocondrial em condi¢des de hipdxia.*
A P62 é uma proteina receptora de autofagia, que pode levar substratos
de autofagia ubiquitinados para o autofagossomo e desempenhar um
papel importante na degradagao de agregados de protefnas toxicas.
Como ela pode ser degradada junto com os substratos nos lisossomos,
a p62 é frequentemente usada como um marcador para a degradacao
da autofagia.® O processo de autofagia finaliza-se com a degradacao
do substrato de autofagia no lisossomo. A Lamp-2, como uma proteina
da membrana do lisossomo, divide a fusdo do autofagossomo e do
lisossomo para promover a degradagéo do substrato.®

As lesdes ndo-motoras também podem causar alteragdes na auto-
fagia do musculo esquelético. Estudos demonstraram que as proteinas
relacionadas a autofagia mitocondrial Drp1, BNIP3, Pink1 e Parkin estdo
significativamente elevadas apos a lesao por congelamento do musculo
esquelético; e, na disfun¢do mitocondrial em camundongos, quando a
LC3Il estd aumentada, tende a induzir a autofagia mitocondrial.”

Neste estudo, foram estabelecidos dois modelos de leséo, como
exercicio excéntrico exaustivo e trauma contuso agudo, sendo que 0s
genes relacionados a autofagia Lamp-2, P62, expressdo de mRNA de
BNIP3/NIX e conteudo da proteina p62 foram detectados imediatamente,
24 horas e 48 horas apds o exercicio exaustivo e o trauma contuso, de
modo a analisar os efeitos dessas distintas fases apos a lesdo do musculo
esquelético nos fatores de autofagia, explorando a importancia bioldgica
relacionada e o seu possivel mecanismo.
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METODOS

Amostra e agrupamento

Os animais selecionados eram ratos Sprague Dawley machos
(8 semanas de idade, peso 130+20 g, n = 6 por grupo) que foram obti-
dos do Comparative Medicine Centre, Jiangsu University (Jiangsu, China).
Os ratos foram criados no Laboratério de Ciéncias do Movimento Huma-
no da Universidade de Yangzhou. Todos os experimentos com animais
enquadraram-se nas diretrizes do'Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals'(NIH Publications n°. 8023, revisado em 1978) e foram aprovados
pelo Comité de Cuidados e Uso de Animais da Universidade de Yan-
gzhou para o tratamento de animais (Jiangsu, China): SCXK 2013-0011).
Todos os ratos foram controlados a aproximadamente 22°C com um
ciclo luminoso dia-noite de 12/12 h, alojados em uma gaiola doméstica
de 30 X 41 cm, com 25 cm de altura, em uma sala limpa. Dieta solida e
agua foram fornecidas ad libitum.

Agrupamento

Quarenta e dois ratos SD machos foram divididos em 7 grupos com
6 ratos em cada grupo: Grupo controle silencioso (C), imediatamente
apds trauma contuso (D0), 24 horas apds trauma contuso (D24), 48 horas
apos trauma contuso (D48). imediatamente apds exercicio exaustivo (EQ),
24 horas apds exercicio exaustivo (E24), 48 horas apds exercicio exaustivo
(E48). Todos os ratos foram submetidos a eutandsia por overdose de
pentobarbital sédico (200 mg/kg, intraperitoneal), respectivamente, em
diferentes momentos de acordo com os grupos acima. Os ratos foram
amostrados imediatamente em 24 e 48 horas apds o exercicio exaustivo
e 0 trauma contuso, respectivamente. O musculo gastrocnémio direito
dos membros posteriores foi removido e armazenado a -80°C, depois
misturado e moido na secdo média da amostra para PCR em tempo
real e Western blotting.

Uma unica sessao de exercicios exaustivos na esteira

O protocolo de exercicios exaustivos graduados foi adaptado através
duma modificacdo do método de Lin et al® Foi instalada uma grade
de choque elétrico no obstéculo traseiro da esteira, para estimular o
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animal ao exercicio. Nos grupos de exercicio exaustivo, os ratos foram
testados por 15 a 20 minutos de exercicio em esteira acomodada em
10 a 30 metros/minuto durante 6 dias. Durante o teste de exercicio, eles
correram em uma esteira inclinada de seis marchas graduais (-10°). A
velocidade da esteira foi aumentada gradualmente para 10, 15, 20, 25
m/min por 10 minutos em cada marcha, e depois acelerada para 30 m/
min até a exaustdo dos ratos. O padrdo de exaustao foi determinado
quando os ratos ndo conseguiam mais acompanhar o ritmo da esteira
na ultima velocidade, 30 metros/minuto, e nem conseguiam ficar eretos
quando colocados de costas em repouso. O tempo médio de exaustao
foi de 102 minutos em nosso experimento.

Trauma contuso

O trauma contuso no membro posterior dos ratos foi produzido
usando o modelo de lesdo por queda de massa descrito pela primeira
vez por Kami et al® e otimizado para o nosso laboratério. Esse trauma
contuso foi moderadamente grave, ndo resultou em lesdo 6ssea nem
afetou a marcha dos animais feridos. Resumidamente, a técnica consiste
em deixar cair um cilindro de 200 g de peso (o didmetro da superficie
basal é de 1 cm com 1,0 J de energia cinética) da altura de 50 cm na
superficie medial do musculo gastrocnémio direito de ratos anestesiados
com éter etilico.

Transcricdo reversa-PCR em tempo real

No presente estudo, a expressdo do mRNA de BNIP3, NIX, Lamp-2 e
p62 foi avaliada pela reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo
reversa em tempo real (RT-PCR). Usando o Takara SYBR Premix Ex Taq
TMII para mRNA, o cDNA sintetizado foi aplicado a RT-PCR em tempo
real (ABI 9700 Thermal Cycler Dice, EUA) e analisado com o 7500 Real-Ti-
me PCR System (ABI, EUA). Usando o RNAiso Plus (Takara Bio, Japdo), o
RNA total foi extraido da porcéo proximal do musculo gastrocnémio de
acordo com as instru¢des do fabricante. Usando o kit Firststrand cDNA
Synthesis, as amostras (~10 ng de RNA) foram submetidas a transcricao
reversa de acordo com o protocolo do fabricante [PrimeScript RT Master
Mix (Perfect Real Time) para mRNA, Takara Bio, Jap&o].

O GAPDH foi usado como padrdo interno para normalizar a quan-
tidade de RNA total presente em cada reacao. As condi¢des do ciclo
em tempo real foram 95°C por 30 segundos, seguidos de 40 ciclos a
95°C por 5 segundos e a 60°C por 34 segundos para 0 mMRNA. Os niveis
de expressao de cada transcrito de mRNA foram determinados pela
normalizacdo de cada grupo para o grupo sedentério pelo método
2-AACT. Os primers usados para a deteccao do cDNA de ratos foram os
seguintes, projetados pela Sangon Biotech (Xangai, China):

P62 FORWARD: CCAGCACAGGCACAGAAGACAAG
REVERSE: TGAGCCAGCCGCCTTCATCC

Lamp-2  FORWARD: CCTAGGAGCCGTTCAGTCCA
REVERSE: GCCCAAGAGACAGCGAATCC
BNIP3 FORWARD: AGCGTTCCAGCCTCCGTCTC

REVERSE: GAGAGTAGCTGTGCGCTTCGG
NIX FORWARD: GTTCCTTCCTCGTCTTCCATCCAC
REVERSE: GGCTCCACTCTTCCTCATGCTTAG
FORWARD: AATGGTGAAGGTCGG TGTGAACG
REVERSE: TCGCTCCTGGAAGATGGTGATGG

GAPDH

Analises de Western blot

Uma quantidade adequada de musculo gastrocnémio misto foi
retirada e triturada. O lisado RIPA contendo PMSF (PMSF: RIPA = 100:
1, Shanghai Biyuntian Co., China) foi adicionado as amostras. Apds a
homogeneizacédo elétrica, as amostras foram sonicadas e lisadas a 4°C
durante a noite e, em sequida, centrifugadas a 12.000 rpm, em 4°C,
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por 30 minutos. O sobrenadante foi subembalado. A amostra acima
foi preparada a 20 ug/tempo, e a eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS foi realizada (instrumento de eletroforese 325BR051391, BIO-RAD,
EUA). Concentracgdo de gel de separacao 12%), sendo transferido para
uma membrana de PVDF por 1 hora e bloqueado com leite desnatado
a 5%. O anticorpo primario Anti-p62 (Sangon Biotech Co., China, 1:500)
e areferéncia interna Anti-GAPDH (Sangon Biotech Co., China, 1:10000)
foram diluidos com leite desnatado a 5% de acordo com a proporcao
das instrucdes do anticorpo. Em seguida, a membrana foi embebida e
incubada a 4°C em um agitador tridimensional durante a noite. A mem-
brana foi lavada quatro vezes e incubada com o anticorpo secundario
(Sangon Biotech Co,, 1:5000) por uma 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 sdo avaliadas na mesma membrana.
O resultado final foi expresso como a razdo OD da proteina-alvo p62
para a referéncia interna GAPDH. O software Image Lab5.1 foi usado
para analisar o valor de cinza.

Analise estatistica

A significancia estatistica foi avaliada pela analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post hoc de Tukey para corrigir
comparagées multiplas (SPSS 21.0, SPSS Inc). Os dados sdo expressos
como média + erro padrdo da média (SEM). P < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Nos grupos de exercicios excéntricos exaustivos, em comparagao com
o grupo C, o nivel de expressao do mRNA da p62 no grupo E48 aumen-
tou significativamente (P<0,05), mas ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos E0 e E24. O nivel de mRNA do Lamp-2 no grupo E48 foi
significativamente elevado (p<0,05), enquanto nos grupos EO e E24 foi
significativamente reduzido (p<0,05). O nivel de expressao do mRNA do
NIX no grupo E48 foi significativamente aumentado (P<0,05), enquanto o
do grupo EO foi significativamente reduzido (P<0,05). O nivel de expressao
de mRNA do BNIP3 n&o foi significativamente diferente no grupo E48,
mas diminuiu significativamente nos grupos E0 e 24 (P<0,05) (Tabela 1,
Figura 1). Por outro lado, em comparagéo com o grupo C, a expressao da
proteina p62 nos grupos E0 e E24 ndo apresentou diferencas significativas,
embora tenha aumentado significativamente no grupo E48 (P<0,05). Em
comparagdo com o grupo EO, os fatores acima foram significativamente
aumentados no grupo E48 (P<0,05), mas nao houve diferenca significativa
no grupo E24 (exceto NIX mRNA no E24). (Tabela 2, Figura 2)

Nos grupos de trauma contuso, em compara¢ao com o grupo C, 0s
niveis de mRNA de p62 e mRNA de Lamp-2 no grupo DO aumentaram
significativamente (P<0,05), enquanto os niveis nos grupos D24 e D48
diminuiram significativamente (P<0,05); em comparagdo com o grupo DO,
0s niveis de mMRNA de p62 e mRNA de Lamp-2 no grupo D48 diminuiram
significativamente (P<0,01). Por outro lado, em compara¢ao com o grupo
C, os niveis de expressdo do mRNA do BNIP3 e do mRNA do NIX néo

Tabela 1. Expressdo dos genes em todos os grupos em diferentes momentos apos
0 exercicio exaustivo (EQ, E24, E48) e contusdo (DO, D24, D48).

grupo(n=6) p62mRNA [Lamp-2 mRNA| BNIP3 mRNA | NIX mRNA
C 1,00+0,30 1,00+0,49 1,00+0,17 1,00+0,39

=0} 0,81+0,14 0,43+0,27* 0,33+0,30* 0,59+0,22*

E24 0,83+0,39 0,38+0,19* 0,53+0,49* 1,38+0,32*#

E48 2,71£0,57 *# 1,26+046*# 0,77+0,23# 1,29+0,17*#
DO 559+0,84 * 1,90+£0,62 * 1,04+0,29 0,79+0,25

D24 174049 % | 042+025*& | 031+0,28*& 0,39+0,26*&

D48 0,22%0,15 *&& | 0,21+0,19*&& | 0,05+0,34*&& | 0,29+0,13*&

[¥] Diferenga significativa em comparagao com o controle, P < 0,05. [#] Diferenga significativa em comparagao com
EO, P < 0,05. [&] Diferenca significativa em comparagdo com DO, P < 0,05. [&&] P < 0,01. n = 6/grupo.
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Figura 1. Expresséo de genes em todos os grupos em diferentes momentos apds exercicio exaustivo (E0, E24, E48) e trauma contuso (DO, D24, D48). (A) As expressoes dos
genes p62, (B) Lamp-2, (C) BNIP3, (D) NIX foram medidas usando gRT-PCR. As datas séo médias + SEM, n = 6/grupo. [*] Diferenca significativa em comparagao com o controle,
P < 0,05. [#] Diferenca significativa em comparacao com EQ, P < 0,05. [&] Diferenca significativa em comparagdo com DO, P < 0,05. [&&] P < 0,01. n = 6/grupo.

Tabela 2. Expresséo proteica de p62 em diferentes momentos apds exercicio exaustivo
(EO, E24, E48) e trauma contuso (DO, D24, D48).

grupo(n=6) expressao da proteina p62

C 0,5098+0,2286

=0) 0,5301+0,1697

E24 0,5689+0,1588

E48 0,7012+0,2409*#

DO 0,5902+0,2089

D24 0,5697+0,1803

D48 0,5778+0,1279

[*] Diferenca significativa em comparagao com o controle, P < 0,05. [#] Diferenca significativa em comparacao
com EQ, P < 0,05.

foram significativamente diferentes no grupo DO, mas diminufram signi-
ficativamente no grupo D24 e no grupo D48 (P<0,05). Em comparacéo
com o grupo DO, ela diminuiu significativamente nos grupos D24 e D48
(P<0,05) (P<0,01) (Tabela 1, Figura 1). Além disso, em comparacdo com
o grupo C, ndo houve diferenca significativa na expressao da proteina
P62 nos grupos de trauma contuso. (Tabela 2, Figura 2)

DISCUSSAO

O exercicio excéntrico exaustivo pode causar microdanos e alteracoes
ultraestruturais no musculo esquelético, o que foi demonstrado por es-
tudos anteriores. Alteragdes ultraestruturais também foram relatadas em
trabalhos anteriores neste laboratério. O trauma contuso pode causar um
inchago relativamente significativo das fibras musculares, mas as alteragdes
dinamicas da autofagia em ambos os modelos de lesdo ainda ndo estao
claras, o que motivou este estudo. As diferencas e o grau de autofagia
nos dois modelos serdo explorados e avaliados por comparagdo sincrona.

Influéncia do treinamento fisico nos fatores relacionados
a autofagia

Ha poucos relatos sobre fatores relacionados a autofagia em modelos
de exercicio exaustivo e trauma contuso agudo. Relatérios anteriores
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Figura 2. A expressdo da proteina p62 foi medida por Western Blot em diferentes
momentos em todos 0s grupos apds trauma contuso (D0, D24, D48) e exercicio
exaustivo (EO, E24, E48). As datas séo médias + SEM, n = 6/grupo. [*] Diferenca sig-
nificativa em comparagdo com o controle, P < 0,05 [#]. [Diferenca significativa em
comparagao com o EQ, P < 0,05.

mostraram que o treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT)
melhora o desempenho atlético de forma mais eficaz do que o treina-
mento continuo de intensidade moderada (CIM), e que essa melhora
estd associada a adaptacao basal da autofagia e a fun¢do mitocondrial
dos musculos cardiacos e esqueléticos. Os resultados mostraram que as
expressdes de Beclin-1, BNIP3, P62, ATG-3, LC3-Il e LC3II/LC3-1 estavam
significativamente aumentadas no musculo séleo e no miocérdio apds
o HIITisolado.'%' Qutros relatérios mostraram que a regulacdo da auto-
fagia estd enfraquecida no musculo esquelético idoso. Mas os niveis de
autofagia podem ser aumentados com algum treinamento fisico. '>'3
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Com relagdo a autofagia mitocondrial mediada por BNIP3/NIX,
estudos demonstraram que quatro semanas de exercicio em esteira de
intensidade moderada promoveram a autofagia mitocondrial mediada
por BNIP3, enquanto o exercicio de alta intensidade bloqueou a via
de autofagia mitocondrial mediada por BNIP3. Apds quatro semanas
de exercicios de alta intensidade, a expressdo das proteinas p62 e
BNIP3 diminuiu. Além disso, 0 Bnip3 e o Nix tém respostas diferentes
ao exercicio. O treinamento fisico mais a restricdo alimentar podem
efetivamente promover a expressao significativa da proteina Nix no
gastrocnémio de camundongos, enquanto o BNIP3 ndo tem expressao
significativa,'+16

Wohlgcmuth et al. descobriram que a expressao do mRNA e da pro-
tefna LC3 e LAMP-2 no musculo esquelético de ratos machos apresentou
um declinio relacionado a idade, e o exercicio autbnomo combinado
com a restricao caldrica poderia aumentar a expressao de LC3 e LAMP2
para manter certa atividade de autofagia no musculo esquelético, pro-
movendo a sobrevivéncia celular.”

Os resultados desse experimento mostraram que o mRNA da
p62 diminuiu significativamente imediatamente e 24 horas apds o
exercicio exaustivo, e aumentou significativamente as 48 horas. Apds
exercicios exaustivos, as proteinas mal clivadas e o dano oxidativo
das protefnas aumentaram gradualmente, o que ativou a transcricdo
do gene p62 e promoveu o isolamento de protefnas téxicas pelos
autofagossomos. O mRNA do Lamp-2 diminuiu significativamente
imediatamente e 24 horas apds o exercicio exaustivo, e aumentou
significativamente as 48 horas. Os resultados indicaram que os auto-
fagossomos intracelulares aumentaram gradualmente, e 0 aumento
de Lamp-2 promoveu a fusdo de autofagossomos e lisossomos e a
degradacédo de substratos na autofagia. O BNIP3 apds o exercicio
exaustivo foi menor do que no grupo de controle, e o NIX diminuiu
significativamente imediatamente apds o exercicio e aumentou
significativamente as 24 e 48 horas. Esses resultados sugerem que
a autofagia mitocondrial mediada por Nix pode ser ativada mais
facilmente ap6s exercicios exaustivos. A proteina P62 ndo diminuiu
significativamente em cada grupo apds exercicio exaustivo e trau-
ma contuso, o que pode indicar que os efeitos da lesdo nos genes
e proteinas da autofagia ndo estdo sincronizados, e as proteinas da
autofagia podem desempenhar um papel somente quando o subs-
trato a ser degradado se acumula até certo ponto.

Efeitos da lesdo muscular nos fatores relacionados a autofagia

Também ha poucos relatos sobre fatores relacionados a autofagia
no modelo de trauma contuso agudo. Estudos recentes demonstraram
que os marcadores de fissdo mitocondrial apresentam-se elevados e
as protefinas de fusdo mostram-se diminuidas apds a transeccao do
nervo ciatico.’® As expressdes totais dos marcadores mitocondriais
Beclin1, PINK1, LC3-Il, p62 e ULK1 fosforilada (S555) apresentaram-se,
também, aumentadas. Como resultado, a paralisia do gastrocnémio
leva a um aumento progressivo da expressao da protefna mitocondrial
e dafissdo mitocondrial. O reparo ou a interven¢do medicamentosa para
limitar a fagocitose mitocondrial excessiva podem ser terapias eficazes
para proteger a massa e a fungao do musculo paralisado. Além disso,
0 exercicio aerébico também teve efeitos eficazes sobre varios fatores
relacionados a autofagia no musculo esquelético de ratos hipertensos
e com pressdo arterial normal.’

Com relagao ao reparo do trauma contuso agudo do musculo es-
quelético,’ estudos demonstraram que as expressoes de P62 e LC3-Il
sao inicialmente altas e depois baixas. As expressdes de LC3-Il e P62
aumentaram significativamente nos grupos de 3, 5 e 7 dias ap6s trauma
contuso agudo em comparagdo com o grupo controle e o grupo de 14
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dias. Os resultados sugerem que a taxa de reparo de danos pode estar
relacionada ao nivel de autofagia.

Os resultados desse experimento mostraram que, em comparagao
com o grupo C, os niveis de mRNA p62 e mRNA Lamp-2 no grupo DO
aumentaram significativamente no grupo de trauma contuso (P<0,05),
enqguanto os niveis nos grupos D24 e D48 diminufram significativamente
(P<0,05). Por outro lado, em comparacao com o grupo C, os niveis de
expressdo do mRNA do BNIP3 e do mRNA do NIX ndo foram significati-
vamente diferentes no grupo DO, mas diminuiram significativamente no
grupo D24 e no grupo D48 (P<0,05). Os fatores de autofagia basal e os
fatores de autofagia mitocondrial eram inconsistentes, e seu mecanismo
molecular necessitam de investigacoes futuras.

BNIP3/NIX e autofagia mitocondrial

Seis semanas de treinamento de exercicios de resisténcia com-
binados com melhorias na dieta podem aliviar o declinio do nivel
de autofagia em camundongos nutricionalmente obesos. Durante
0 processo de melhoria da autofagia das mitocondrias do musculo
esquelético em camundongos nutricionalmente obesos, os niveis
de transcricdo do sinal NIX/BNIP3 e PINKI/Parkin sdo aumentados
de forma adaptativa, de modo a regular o nimero e a funcéo das
mitocondrias do musculo esquelético. BNIP3 e NIX sdo proteinas mul-
tifuncionais relacionadas a membrana externa mitocondrial. O BNIP3
regula as mitocondrias durante a hipdxia, e as mitocondrias exigem
o NIX durante o desenvolvimento da linhagem eritroide. J& houve
uma discussdo sobre 0s avangos recentes no campo da fagocitose
mitocondrial mediada por BNIP3 e NIX.?" Nisso, percebeu-se que a
fungéo prejudicada do BNIP3 ou do NIX pode levar a um controle
de qualidade mitocondrial defeituoso, o que pode levar a disfuncao
mitocondrial e a morte celular?’

Alguns estudos relataram que o Bnip3 induz a transposicao de DRP1
nas células mitocondriais, e a divisdo mitocondrial mediada por DRP1
esta associada ao aumento da autofagia.?? A inibicdo de DRP1 pode
reduzir a autofagia mediada por BNIP3 e inibir a divisao mitocondrial
ou aumentar a morte de cardiomiécitos que a autofagia leva a supe-
rexpressao de BNIP3. Outros estudos demonstraram que o nocaute do
gene BNIP3 pode reduzir a fragmentacdo mitocondrial e levar a restau-
racao da morfologia e da integridade mitocondrial. Os marcadores de
estresse do reticulo endoplasmatico e apoptose mitocondrial também
foram significativamente reduzidos durante o nocaute do gene BNIP3.
Em contrapartida, o aumento da expressdo de BNIP3 diminuiu a fungo
diastolica e sistélica do miocardio.??

Em conclusao, a baixa expressao de BNIP3/NIX durante o periodo
de leséo grave em 24 e 48 horas apos o trauma contuso pode reduzir
a autofagia excessiva de mitocondrias e manter uma certa quantidade
de fung¢do mitocondrial, reduzindo assim a morte celular.

CONCLUSAO

De modo geral, houve diferencas em cada fase de recuperagdo entre
0s modelos de trauma contuso e de exercicio exaustivo, e os fatores de
autofagia basal e os fatores de autofagia mitocondrial também foram
inconsistentes. Os fatores de autofagia basal p62 e Lamp-2 aumentaram
significativamente 48 horas apds o exercicio excéntrico exaustivo e ime-
diatamente apds o trauma contuso. O fator de autofagia mitocondrial
BNIP3 ndo aumentou apds o exercicio exaustivo e o trauma contuso,
mas o NIX s6 aumentou apds o exercicio exaustivo. Seu mecanismo
molecular precisa ser mais bem estudado.

Todos os autores declararam n&o haver qualquer potencial conflito
de interesses referente a este artigo.
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