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RESUMO

Os rapidos avancos na medicina moderna tém contribuido significativamente para um aumento
constante da expectativa de vida. Evidéncias apontam para a existéncia de eventos moleculares
que sao afetados com o avanco da idade e estdo diretamente associados a fendtipos caracteristicos
do envelhecimento celular. Dentre eles, a sarcopenia, destaca-se como uma altera¢do funcional
importante, sendo um dos principais problemas relacionados com o processo de envelhecimento,
¢ ocasionado pela perda gradativa de massa muscular esquelética, forca muscular e
funcionalidade. Evidéncias apontam que compostos naturais sdo capazes de aumentar a
expectativa de vida e retardam a ocorréncia de doencas relacionadas a idade. Dentre os
compostos naturais usados para contrabalancear as disfuncdes associadas ao envelhecimento
destaca-se a erva-mate (EM), llex paraguariensis), cuja atividade antioxidante, antiinflamatoria,
imunomodulatéria, anticancerigena e antiadipogénica ja foram reportadas por nosso grupo de
pesquisa. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacdo com EM
no processo de sarcopenia relacionada ao envelhecimento em camundongos. Foram utilizados
Camundongos machos C57BI6 com 4 semanas de idade, provenientes do CEMIB-Unicamp,
foram divididos em 2 grupos (n=5) conforme a dieta oferecida, nos quais um deles foi alimentado
com racdo AIN-93m padrdo (CT) e outro com a mesma racdo porém com adicdo de extrato de
erva mate liofilizado (1,2 g/Kg de dieta) (CT-MT), por um periodo de 20 meses, foram avaliados
a evolucdo do peso corpéreo, ingesta alimentar, realizados testes de forca e gasto energético, apos
eutanasiados foram coletadas amostras bioldgicas para analises. Adicionalmente, um outro grupo
de mesma idade, passando pelos mesmos testes, foi considerado controle jovem (CTJ) (n=5) foi
alimentado apenas com AIN-93, passando pelos mesmos testes, a eutanasia foi realizada ap6s 8
semanas. Para as andlises foram utilizadas a avaliacdo da evolugdo da composicdo corporal,
analise da expressao génica atraves da PCR em tempo real, sendo avaliados o conteddo de DNA
mitocondrial e genes envolvidos no processo de biogénese mitocondrial e sarcopenia. O consumo
de EM foi eficiente para a manutencdo do peso corporal, bem como promoveu melhorias na
composicdo corporal, através da reducdo do peso de gordura visceral e manutencdo da massa
muscular. Promoveu aumento do namero de copias de DNA mitocondrial (p 0.0003), bem como
da expressdao génica de Nrfl (p 0.0002), Nrf2 (p < 0.00001), mtTFA (p < 0.00001), Pgcla (p <
0.00001), Sirtl (p < 0.00001), Ampka2 (p < 0.00001), e UCP3 (p < 0.00001), indicando estimulo
de biogénese mitocondrial no grupo CT+MT em relacdo aos demais grupos, desse modo
favoreceu a melhora da qualidade muscular através dos mecanismos de reparo, crescimento e
diferenciacéo e coordenacgéo de contragdo de miofibras observados pelo aumento da expresséo de
Six1 (p 0.0011), Pax7 (p 0.0001), Myf5 (p 0.0096), Creb (p < 0.0001), bDNF (p 0.0187), GDF8
(p 0.0009), TGFp (p 0.0153), ActRIIB (p < 0.00001), ACTN3 (p 0.0179), NFATc1 (p 0.0104). Os
resultados deste trabalho nos permitem concluir que a ingestdo regular de EM pode melhorar a
qualidade de vida no processo de envelhecimento estimulando a biogénese mitocondrial e
mecanismos de reparo que contribui para melhora no tecido muscular.

Palavras-chave: Envelhecimento. Massa muscular. Sarcopenia. Polifendis. Erva mate.



ABSTRACT

Rapid advances in modern medicine have contributed significantly to a steady increase in life
expectancy. Evidence points to the existence of molecular events that are affected with advancing
age and are directly associated with characteristic phenotypes of cellular aging. Among them,
sarcopenia stands out as an important functional alteration, being one of the main problems
related to the aging process, caused by the gradual loss of skeletal muscle mass, muscle strength
and functionality. Evidences indicate that natural compounds are able to increase life expectancy
and delay the occurrence of age-related diseases. Among the natural compounds used to
counterbalance the dysfunctions associated with aging, yerba mate (EM), llex paraguariensis,
stands out, whose antioxidant, anti-inflammatory, immunomodulatory, anti-cancer and anti-
adipogenic activities have already been reported by our research group. Therefore, the objective
of this work was to evaluate the effects of supplementation with EM on the process of sarcopenia
related to aging in mice. Male C57BI6 mice, 4 weeks old, from CEMIB-Unicamp, were divided
into 2 groups (n=5) according to the diet offered, in which one of them was fed with standard
AIN-93m (CT) chow and the other with the same diet but with the addition of lyophilized yerba
mate extract (1.2 g/Kg of diet) (CT-MT), for a period of 20 months, the evolution of body weight,
food intake, strength tests were performed and energy expenditure, after euthanasia, biological
samples were collected for analysis. Additionally, another group of the same age, undergoing the
same tests, was considered a young control (CTJ) (n=5) was fed only AIN-93, underwent the
same tests, euthanasia was performed after 8 weeks. For the analyses, the evaluation of the
evolution of the corporal composition, analysis of the genic expression through the PCR in real
time, being evaluated the content of mitochondrial DNA and genes involved in the process of
mitochondrial biogenesis and sarcopenia. ME consumption was efficient for maintaining body
weight, as well as promoting improvements in body composition by reducing visceral fat weight
and maintaining muscle mass. Promoted an increase in the number of copies of mitochondrial
DNA (p 0.0003), as well as gene expression of Nrfl (p 0.0002), Nrf2 (p < 0.00001), mtTFA (p <
0.00001), Pgcla (p < 0.00001), Sirtl (p < 0.00001), Ampka2 (p < 0.00001), and UCP3 (p <
0.00001), indicating stimulation of mitochondrial biogenesis in the CT+MT group in relation to
the other groups, thus favoring the improvement of muscle quality through the mechanisms of
repair, growth and differentiation and coordination of myofiber contraction observed by
increased expression of Six1 (p 0.0011), Pax7 (p 0.0001), Myf5 (p 0.0096), Creb (p < 0.0001),
bDNF (p 0.0187), GDF8 (p 0.0009) , TGFp (p 0.0153), ActRIIB (p < 0.00001), ACTN3 (p
0.0179), NFATc1 (p 0.0104). The results of this work allow us to conclude that the regular intake
of EM can improve the quality of life in the aging process by stimulating mitochondrial
biogenesis and repair mechanisms that contribute to improvement in muscle tissue.

Keywords: Aging. Muscle mass. Sarcopenia. Polyphenols. Yerba mate.
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1. Introducéo

1.1. Envelhecimento e dados epidemioldgicos

O envelhecimento € um processo progressivo que ocorre ao longo da vida afetando todos os
organismos, promovendo alteracdes nos aspectos fisioldgicos padrdo de um individuo e possui
relacdo direta com os fatores sociais, culturais, bioldgicos e psicologicos. O estado global da
populacdo idosa é determinado pelas condi¢bes de saude, que ndo se determina apenas pela
auséncia de doencas, mas leva em consideracdo o indice satisfatorio de independéncia
funcionalidade (DE MENDONCA et al., 2021). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aponta
que em relacdo a populacdo mundial dos grupos etarios com 60 anos ou mais haverd um
aumento, de 12% para 22%, entre 2015 e 2050 (LINHARES et al.,, 2019). O aumento da
longevidade populacional tem sido cada vez mais evidente, desse modo compreende-se que 0
envelhecimento é uma realidade. O aumento da expectativa de vida tem sido um fato devido a
reducdo das taxas de mortalidade, das doencas infecciosas, além do avanco e tecnologia na
assisténcia a salde; no entanto quanto maior o numero da populagdo idosa, mais a chance do
crescimento das condigdes de dependéncia. Embora o envelhecimento populacional seja
considerado um triunfo, ao mesmo tempo torna-se um desafio para os servicos de salde bem
como para a sociedade como um todo, mas ao mesmo tempo favorece a oportunidade da
convivéncia e da troca de experiéncias com pessoas idosas (CARRETTA et al., 2013).

Em uma andlise percentual publicada pela Agéncia de Noticias do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) em 2017, apresentou uma crescente de 18% da populacdo idosa
em 5 anos, ultrapassando os 30 milhdes, demostrando que esse crescimento no Brasil tem sido
cada vez mais representativo (Figura 1) (IBGE, 2018). Tais dados foram confirmados por uma
analise recente onde foi demostrado que a populacdo esta cada vez mais velha, uma observacéo
feita entre 2012 e 2021, apontou que 0 nimero de pessoas com menos de 30 anos caiu 5,4% no
pais, em contrapartida houve um aumento em todos os grupos com idade superior em todas as
faixas etarias no mesmo periodo. Desse modo, as pessoas com 30 anos ou mais passaram a
representar em 2021 o equivalente a 56,1% do total da populacdo, enquanto em 2012 essa
representacédo era de 50,1%. De 2012 a 2021 houve um aumento de 7,6% na populagéo total do
pais, que foi estimado em 212,7 milhdes de pessoas, indicando que a parcela de pessoas com
mais de 60 anos de idade saltou de 11,3% para 14,7% do total da populacdo (Figura 2). Em
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numeros absolutos, esse grupo passou de 22,3 milhdes para 31,2, representando um crescimento
em 39,8% nesse periodo. O estudo aponta que a queda do grupo etario com menos de 30 anos é
um reflexo na diminuicdo da fecundidade que vem ocorrendo nas Gltimas décadas no pais e ja foi
apontado em outras pesquisas realizadas pelo IBGE (IBGE, 2022).
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FIGURA 1: Pirdmide etaria de distribuicdo populacional por sexo e grupo de idade. Gréfico
demonstra crescimento de 18% da populagdo com 60 anos ou mais nos Ultimos 5 anos, apontando
para um crescimento cada vez mais representativo da populagéo idosa no Brasil, onde ultrapassa o0s
30 milhdes de idosos. Fonte: IBGE, 2018.
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FIGURA 2: Grupos etérios residentes no Brasil, populacéo residente (%). Entre 2012 e 2021 pode
se observar um aumento de 3,4% da populacdo residente no Brasil com 60 anos de idade ou mais,
enquanto registra uma queda de cerca de 6% da populacdo com menos de 30 anos de idade no
mesmo periodo como reflexo da diminuicdo da taxa de fecundidade. Fonte: IBGE, 2022.

Segundo a OMS o ritmo de envelhecimento populacional ¢ muito rapido, e aponta que
entre 2015 e 2050 o percentual mundial da populacdo com mais de 60 anos quase dobrara de 12%
para 22% (OMS, 2021). De acordo com a ultima estimativa de envelhecimento populacional,
publicada pela Global Burden of Disease (GBD) em 2017, acredita-se que esta medicdo reflete
tanto a longevidade quanto o estado de saide (CHANG et al., 2019).

O envelhecimento € um processo bioldgico complexo modulado por aspectos genéticos e
ambientais. Tais eventos a longo prazo pode resultar em declinio funcional das células, tecidos e
orgdos, contribuindo com a perda da integridade fisioldgica e podendo consequentemente
contribuir para o aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento de diversas patologias,
elevando, dessa forma o risco de mortalidade (GLADYSHEV&GLADYSHEV, 2016a; SORIA-
VALLES& LOPEZ-OTIN, 2016; LARSSON et al., 2019a). Tem sido verificado que o processo
de envelhecimento é acompanhado de um declinio funcional de tecidos e 6rgdos, tais como,
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aumento de deposicao de gordura corporal, declinio de fungdes cognitivas, bem como sarcopenia
(GLADYSHEV&GLADYSHEV, 2016b; PARTRIDGE et al., 2018).

1.2. Pilares do Envelhecimento

Um corpo de evidéncias aponta para a existéncia de eventos moleculares que se desregulam
com o avanco da idade, e estdo diretamente associados a fendtipos caracteristicos do
envelhecimento celular. Também conhecido como senescéncia, o envelhecimento celular é
composto por um conjunto de fatores descritos como marcas do envelhecimento, as quais podem
ser agrupadas em trés categorias, tais como, aquelas associadas a danos em funcgdes celulares,
respostas antagonicas aos danos, bem como marcas integrativas, as quais contribuem para os
aspectos clinicos verificados no processo de envelhecimento (GRAMMATIKAKIS et al., 2014;
AUNAN et al., 2016; BOTTAZZI et al., 2018).

O envelhecimento é uma caracteristica natural de todos os seres vivos, considerado um
processo bioldgico complexo é resultante de fatores genéticos, e em maior parte aos fatores
ambientais e ao tempo e ocorre de maneiras distintas em mdltiplas células e nos tecidos. Sabe-se
que a taxa de envelhecimento ndo acontece de forma igual em todos os seres humanos, dessa
forma a idade bioldgica ndo necessita estar de acordo com a idade cronolégica. Com o avanco da
idade é observado a ocorréncia de diversas mudancas e marcas evidentes no corpo humano,
quando associada a idade avancada, essas mudancas sao divididas em categorias: envelhecimento
normal, doencas somaticas, diversas condi¢cGes cronicas, alteracdes psicoldgicas, cognitivas e
sociais (JAUL; BARRON, 2017). O processo que envolve o envelhecimento normal causa
mudancgas sensoriais podendo implicar em perda auditiva, acuidade visual, tontura; nesse
processo também € observado o enfraquecimento dos musculos que resulta na reducdo da
capacidade de mobilidade, e mudangcas de gordura. Essas mudangas podem favorecer o
surgimento de algumas doencas, que inclui a hipertensdo, diabetes, doengas cardiovasculares,
osteoartrite, osteoporose, cancer e varios distdrbios neuroldgicos. A pessoa idosa é propensa ha
varias alteracGes funcionais do sistema respiratorio, como a capacidade vital reduzida, o volume
residual aumentado, difusdo pulmonar reduzida, gradiente de oxigénio arterial-alveolar
aumentado, hipoxia, hipercapnia, percentual de neutréfilos aumentados, proporgdo de células

CD4/CD8 aumentadas no fluido de lavagem bronco alveolar e nivel de compostos antioxidantes
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diminuidos (superdxido dismutase, glutationa, catalase, proteinas de ligacdo metalica, vitaminas
CeE) (SHARMA; GOODWIN, 2006; PIZENT et al., 2010).

S&o nove os "pilares” ou "marcas™ do envelhecimento que foram descritos e estes incluem
senescéncia celular, disfuncdo mitocondrial, instabilidade genémica, atrito de telémeros,
alteracdes epigenéticas, perda de proteostase, desregulacdo do sensor de nutrientes, exaustdo
celular e comunicac&o intercelular alterada (Figura 3) (LOPEZ-OTIN et al., 2013; KENNEDY et
al., 2014).

O processo de envelhecimento, é considerado um estado degenerativo progressivo podendo
ser oriundo de um esgotamento de células-tronco teciduais, bem como inflamacdo tecidual,
alteracbes na matriz celular, senescéncia celular e disfuncdo metabdlica. Essas alteracbes
celulares e teciduais configuram em desordens moleculares subjacentes em mitocéndrias,
proteostase, comunicacdo intercelular, sensoriamento de nutrientes, epigenética e reparacdo de
DNA (&cido desoxiribonucleico) levando a instabilidade genémica e a danos, incluindo disfuncao
do telomero. Com o conhecimento cada vez mais expandido dos diversos mecanismos
moleculares associados ao envelhecimento, o teldmero é apontado como um estimulador ou
amplificador dos eventos moleculares que acompanham o processo de envelhecimento e suas
doengas associadas (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

Comunicagao Intracelular » e
Alterada Instabilidade Genomica

%
Exaustao das Células % Encurtamento do
Estaminais ; Telomero
Senescencia Celular s s " m ’\ Alteragoes Epigenética

Desregulagao da Detegao
de Nutrientes
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FIGURA 3: O esquema demonstra as nove marcas do envelhecimento: instabilidade gendmica,
encurtamento de teldmeros, alteragdes epigenéticas, perda de proteostase, desregulacdo de detecgdo
de nutrientes, disfuncdo mitocondrial, senescéncia celular, exaustdo de células-tronco e
comunicagéo intercelular alterada (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

a) Instabilidade gendmica

Um DNA integro e estavel, é continuamente desafiado por condi¢des adversas como 0s
agentes fisicos, quimicos e biolégicos exdgenos, e até mesmo por ameacas enddgenas, que inclui
os erros de replicacdo de DNA, reacGes hidroliticas espontaneas e espécies reativas de oxigénio
(EROS). Nesse sentido podem ocorrer as chamadas lesbes genéticas que sao decorrentes dos
danos extrinsecos ou intrinsecos que sdo diversas e estas incluem mutacGes pontuais,
translocacBes, ganhos e perdas cromossdémicas, encurtamento de telémeros. Ha4 uma rede
complexa de mecanismos de reparo de DNA, capazes de lidar com os possiveis danos ocorridos
para minimizar essas lesdes. A manutencdo da estabilidade gendmica também depende de
mecanismos especificos como a funcionalidade adequada dos telémeros, e isso inclui o seu
comprimento e desse modo garante a integridade do DNA mitocondrial (DNAmt). Sabe-se que
os danos genéticos é um denominador comum relacionado ao processo de envelhecimento, o
acumulo de danos no DNA favorece o desenvolvimento de diversas doencas relacionadas a idade
(LOPEZ-OTIN et al., 2013). A instabilidade genomica, uma marca caracteristica do
envelhecimento, pode promover o aumento da inflamacdo através da exaustdo das células-
tronco. Essa instabilidade pode ser alimentada pela disfuncdo do teldmero que favorece a
instabilidade cromossdmica, que pode ser evidenciado pela analise citogenética das células e
tecidos de Ultima geracdo; essas analises permitem avaliar as amplificacBes, supressoes,
translocacbes e formacdo de pontes de anafase em tumores incluindo cénceres colorretais
(BLASCO et al., 1997; ARTANDL et al., 2000; MACIEJOWSKI; DE LANGE, 2017).

b) Encurtamento de telébmeros
A fim de manter a integridade dos cromossomos, os telomeros formam uma “estrutura de
tampa”, que sdo compostos por sequéncias repetitivas de nucleotideos, esta localizado nas
extremidades distais dos cromossomos. Durante a divisdo celular se criticamente os teldmeros
atingirem um comprimento curto, que € conhecido como o limite hayflick, como consequéncia
ele desencadeia danos de DNA e senescéncia celular (HAYFLICK; MOORHEAD, 1961,
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HERRMANN et al., 2018). Observa-se que o encurtamento do telémero também ocorre durante
0 envelhecimento natural tanto em humanos como em camundongos (ZHU et al., 2018).
Diversos estudos epidemioldgicos apontam que o esgotamento do telémero € correlacionado de
forma significativa ao envelhecimento, morbidade biolégica e mortalidade (MENSA et al.,
2019). As falhas genéticas que sdo associadas a manutencdo do teldmero humano estéo ligados a
doengas degenerativas germinativas e somaticas, como a fibrose pulmonar idiopatica, a colite
ulcerativa entre outras. O telémero e telomerase sdo importantes por conferirem protecdo ao
genoma contra ameacas que podem surgir de uma deficiéncia ligada a replicacdo assimétrica do
DNA. Por sua vez, a auséncia de telémeros pode ocasionar na perda do material genético toda
vez que houver divisdo celular. O inicio da replicacdo do DNA depende da DNA polimerase
associada a um primer de RNA (&cido ribonucleico) e um grupo de doadores de hidroxilico de 3'.
A medida que a polimerase se move ao longo da cadeia, o primer se dissocia, deixando uma
lacuna nas extremidades dos cromossomos. Desse modo a fita de DNA que foi recentemente
sintetizada torna-se mais curta do que a fita original. O complexo de telomeros e telomerase ao
fornecerem uma sequéncia repetitiva promovem a reparacdao enzimatica das extremidades dos
cromossomos, amenizando este problema evitando assim que ocorram perdas de informactes
geneticamente codificadas durante a mitose (CALADO; YOUNG, 2009). A disfuncdo do
teldmero, uma das nove marcas descritas como marcadores celulares do envelhecimento, pode
ocorrer pela limitacdo das reservas de teldmeros. Estas servem como uma barreira a
imortalizacdo celular, porém a perda de funcdo do telémero pode estar relacionada tanto com o
declinio relacionado ao envelhecimento quanto com a instabilidade do gendmica, sabidamente
um evento indutor de diversos tipos de cancer. No envelhecimento a disfuncdo do teldmero
também esta associada a outras marcas do envelhecimento (LOPEZ-OTIN et al., 2013). A
diminuicdo da eficiéncia do processo replicativo dos teldémeros com o passar dos anos, resulta
em encurtamento consideravel dessa regido a cada geracdo da célula, até atingirem um
comprimento critico (HORNSBY, 2007). No ambito do envelhecimento celular, fatores como
niveis de estresse oxidativo, antioxidantes, alteracdo mitocondrial, inflamacao, encurtamento de
teldmeros e mutacdes genéticas tém um papel determinante. Tem sido proposto que o estresse
oxidativo bem como os radicais livres formados nessa reagdo desempenham um papel crucial no
encurtamento dos telémeros, através da inibicdo da atividade de telomerase e dos niveis de

expressao do fator de ligacdo a repeticao telomérica 2 (TRF-2). O encurtamento do comprimento
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dos telébmeros leva a instabilidade gendmica e consequente comprometimento da fungéo do ciclo
celular, senescéncia e apoptose das células, resultando em prejuizos a saude (SHAY; WRIGHT,
2007; MALEKI et al., 2020).

c) Alteracdes epigenéticas

Um dos mecanismos cruciais relacionados as funcdes celulares danificadas durante o
processo de envelhecimento e nos desarranjos relacionados a idade, sdo conhecidas como
alteracdes epigenéticas (PAL; TYLER, 2016). As alteracGes epigenéticas compreendem uma das
marcas do envelhecimento, sendo um importante mecanismo envolvido no processo de
deterioracdo das fungdes celulares observadas durante o envelhecimento (LOPEZ-OTIN et al.,
2013). A descoberta dos mecanismos epigenéticos, possibilitou esclarecer fatos complexos, tais
como, a diferenca de padrdes de envelhecimento existentes entre gémeos idénticos, por exemplo
(FRAGA et al., 2005). As informacdes codificadas pelo epigenoma incluem metilacdo do DNA,
remodelamento da cromatina, modificacdes pos-traducionais das proteinas histonas, variacdes
estruturais e funcionais das histonas e transcricdio de RNAs ndo codificantes (ncRNAs). A
combinacéo desses diferentes tipos de informacGes epigenéticas determinam a funcéo e o destino
de todas as células e tecidos (GUILLAUMET-ADKINS et al., 2017). As alteracdes epigenéticas
desempenham um papel vital no desenvolvimento saudavel de um organismo, pois séo cruciais
para varios processos bioldgicos, tais como transcricdo, divisao celular, replicacdo de DNA e
muitos outros. Portanto, a estabilidade geral dos mecanismos epigenéticos € determinante para a
manutencdo da atividade molecular adequada, o que reduz a possibilidade de varias doencas e

ainda contribui para retardar o processo de envelhecimento (PAL; TYLER, 2016).

d) Perda de proteostase
A rede de proteostase abrange um conjunto de sistemas de controle de qualidade, que
envolve mecanismos de depuracdo de proteinas os quais permitem conter o acimulo de proteinas
danificadas e a toxicidade resultante dessa circustancia. Assegurar a manutencdo da proteostase
celular demanda uma rigorosa regulacdo da sintese proteica, dobramento, manutencdo
conformacional e degradacdo. Para tanto, dos principais mecanismo de controle da proteostase,

as chaperonas moleculares de diversas classes e seus reguladores exercem papel fundamental,
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coordenando uma série de eventos complexos e adaptativos. Quanto aos sistemas de remogdo de
proteinas danificadas o “sistema ubiquitina-proteassomal” (UPS), figura como a maquinaria
proteolitica central das células de mamiferos, principal responsavel pela proteostase, bem como
0 sistema autofagia-lisossomal, que medeia a renovacdo das organelas celulares e grandes
agregados. Muitas patologias relacionadas com a idade e o proprio processo de envelhecimento
sdo acompanhados por uma desregulacdo da UPS, autofagia e crosstalk entre ambos os sistemas
(KOROVILA et al.,, 2017; KLAIPS; JAYARAJ; HARTL, 2018a). Falhas no sistema de
proteostase que impecam a degradacdo de proteinas desdobradas resultam em acumulo e
agregacdo dessas proteinas, induzindo o envelhecimento (DIKIC, 2017; HIPP; KASTURI;
HARTL, 2019). Embora as redes de controle de qualidade de proteinas garantam a proteostase
sob condi¢cbes basais, condicGes adversas tais como estresse oxidativo ou aumentos de
temperatura, resultam em estresse conformacional, fazendo com que muitas proteinas adicionais
se tornem propensas ao dobramento incorreto, acometendo particularmente subtipos de proteinas
mais vulneraveis a instabilidade (AGUILANIU et al., 2003; KLAIPS; JAYARAJ; HARTL,
2018b). O processo de envelhecimento e a maior parte das doencas relacionadas a idade estdo
relacionadas as falhas da homeostase proteica (BASISTY; MEYER; SCHILLING, 2018).

e) Desregulacdo da deteccao de nutrientes

Estudos apontam que a regulacdo de nutrientes é atribuida ao aumento da atividade de
Sirt-1. A Sirt-1 faz parte da familia das sirtuinas, uma classe de reguladores de informac6es
epigenéticas sensiveis a nutrientes, capaz de modular a senescéncia e a expectativa de vida util
das células, estando, portanto, associada a longevidade. Sirtl é uma desacetilase dependente de
NAD™" e tem como alvo diversos fatores de transcricdo, envolvidos em respostas adaptativas ao
estresse celular, tais como fator nuclear NF-kB, fator de transcri¢ao forkhead box (FOXO) 1, 3 e
4, receptor ativado por proliferador de peroxissoma gamma co-ativador 1 (PGC-1) e p53. Por
exemplo, Sirtl pode inibir a transcri¢do de p 53, por meio de mecanismos de desacetilacdo desse
alvo molecular, resultando na modulagdo de vias envolvidas no controle do envelhecimento
celular (ONG; RAMASAMY, 2018). No processo de envelhecimento é observado uma rede
altamente conservada, compostas por vias de sinalizagdo como o fator de crescimento (IGF-1) e
regulacao da proliferacéo e crescimento mTOR-S6 e por membros da familia de proteinas FOXO

e AMPK, acarretando consequentemente na desregulacdo da deteccdo de nutrientes. De modo a
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manter a homeostase metabdlica essas vias se regulam entre si. A familia AMPK é um sensor
central de nutrientes que modula a sinalizacdo mTOR e ativa transcri¢do fatores de transcri¢do
FOXO e SIRT1 (SAXTON; SABATINI, 2017). Ja o SIRT1 pode, por sua vez realizar a ativacdo
do FOXO e PGCla, que sdo fundamentais para a biogénese mitocondrial (BRUNET et al., 2004;
RODGERS et al., 2005). Desse modo, a ativacdo do p53 e a repressédo de PGCla e SIRT1, pode
impactar no metabolismo decorrente da capacidade de disfuncdo do teléomero (SAHIN et al.,
2011a). A disfuncdo de telémero induz o comprometimento mitocondrial 0 que aumenta a
dependéncia dos tecidos no metabolismo da glicose (MISSIOS et al., 2014). Nesse sentido, ha
um aumento da glicélise versus metabolismo oxidativo mitocondrial, que leva a alteracGes nas
vias NAD/NADH, de modo a prejudicar de modo acentuado a atividade da sirtuina (BAI et al.,
2011).

f) Disfungédo mitocondrial

O consumo de adenina trifostado (ATP) é envolvido por reacbes anabolicas do
metabolismo energético, e é necessario para a formacdo de moléculas catabdlicas e mais
complexas, em que a producdo de ATP é necessaria para a degradacdo de macromoléculas. A
producdo de ATP, uma molécula de alta energia, é gerada a partir da energia gerada através do
catabolismo, e é necessaria para desempenhar diversas funcGes celulares, como 0s processos de
secrecdo de hormdnios e citocinas, e a contracdo muscular entre outros. Os acidos graxos,
glicose e aminoéacidos, sdo os principais substratos energéticos utilizados para a sintese de ATP,
e eles sdo fornecidos através da dieta e sdo disponibilizados para a sintese de energia a partir de
processos de glicogendlise, protedlise e lipdlise (KLINGENBERG, 1975; MAZAT et al., 2013).
A funcdo mitocondrial é diminuida durante o envelhecimento, 0 que causa uma inibi¢cdo na
sintese de energia em forma de ATP, assim como favorece o aumento na producdo de ERQOS,
visto que a atividade dos telémeros e das mitocdndrias estdo intimamente relacionadas. A
reducdo da sintese de energia causa vulnerabilidade de modo geral, enquanto o aumento de
EROS causa danos celulares (TRIFUNOVIC et al., 2004; SAHIN et al., 2011b). Diversos
estudos tém demostrado que o aumento da producdo de EROS mitocondrial e danos oxidativos
ndo reduzem a vida util do organismo, pois somente quando for excedido o limiar do nivel de
ERQOS, se agravam os danos relacionados a idade. O desequilibrio da funcdo e da rede

mitocondrial podem levar a um desequilibrio no estado metabdlico do musculo esquelético
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culminando na redugéo de massa muscular (HEKIMI; LAPOINTE; WEN, 2011; KAUPPILA et
al., 2018; HOOD et al., 2019). Estudos realizado em camundongos que possuem mutacdes no
DNA polimerase subunidade gamma (POLG) de polimerase mitocondrial, evidencia uma
ligacdo direta para o declinio mitocondrial em condi¢bes de envelhecimento, pois esses
camundongos mutantes apresentam reducdo do ndmero de mitocdndrias, anormalidades na
morfologia mitocondrial como por exemplo a crista mitocondrial fragmentada, e apresentam
caracteristicas precoces de envelhecimento como: alopecia, reducdo de peso corporal, reducdo de
tecido adiposo subcutaneo, anemia, cardiomiopatia e densidade 0ssea reduzida; caracteristicas
fenotipicas de envelhecimento notavelmente relacionadas a disfun¢do mitocondrial refletem os
de camundongos deficientes em telomerase, camundongos p53 hiperativados e camundongos
PGClo/pnulos (TYNER et al., 2002; LAI et al., 2008).

g) Senescéncia celular

A senescéncia celular ou envelhecimento celular, causada pelo dano excessivo ou estresse
celular, € um mecanismo supressivo de tumor que interrompe o ciclo celular inativando o risco
de transformacdo maligna. Diversas evidencias apontam que as células senescentes podem ter
efeitos deletérios no microambiente tecidual, entre esses efeitos 0 mais significativo é o ganho de
um fendtipo secreto associado a senescéncia (SASP) que tem como fungdo transformar os
fibroblastos senescentes em células pro inflamatoérias com capacidade de promover a progressao
do tumor (COPPE et al., 2010a). O actimulo de estresses pode ser um dos fatores que provocam
senescéncia celular, esse estresse pode estar relacionado com a disfuncdo telomérica resulto de
divisdo celular repetida, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, dano de DNA grave ou
irreparavel, ruptura da cromatina, e a expressdo de certos oncogenes (BEN-PORATH;
WEINBERG, 2004, 2005). O acumulo de células senescentes nos tecidos envelhecidos contribui
para o envelhecimento e para o desenvolvimento de doencas relacionadas a idade por varios
mecanismos. Os dois mecanismos mais estudados sdo: impedimento do potencial replicativo das
células tronco teciduais e a interrupcdo de funcdes do oOrgdo pela liberacdo de fatores pro
inflamatdrios, que inclui, mas ndo se limita a interleucina 6 (IL-6), e o fator de necrose tumoral
alfa (TNFa) por células (COPPE et al., 2010).
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h) Exaust&o de células-tronco

As células-tronco estdo presentes nos estagios embrionarios, fetal e adultos, sdo células
indiferenciadas que ddo origem a células diferenciadas que estdo presentes na formacéo de
tecidos e 6rgdos. Tanto na fase pos-natal como na fase adulta da vida, as células-tronco
especificas do tecido sdo presentes em 6rgdos diferenciados e elas sdo fundamentais no reparo
apos algum estimulo de lesdo no 6rgdo. Suas principais caracteristicas das células-tronco séo: a
capacidade de proliferar extensivamente (auto-renovacao, clonalidade (geralmente decorrente de
uma unica célula) e a capacidade de diferenciar-se em diferentes tipos de células (poténcia)
(KOLIOS; MOODLEY, 2013). A exaustdo das células-tronco teciduais, que causam a perda da
capacidade de regeneracdo em tecidos e 6rgdos, € uma outra caracteristica do envelhecimento.
Com o avanco da idade, a atividade das células-tronco hematopoiéticas diminui, e isso pode
levar a diversas manifestacdes patoldgicas, como por exemplo a resposta imune adaptativa
reduzida, risco aumentado de anemia e reducdo de células linfoides (GOODELL; RANDO,
2015). Estudos em camundongos TERT ou TERC-null de geracdo tardia, demostram que a
degradacdo progressiva do telébmero culmina na eliminacdo apoptética dependente de p53 de
células-tronco teciduais, contribuindo para a atrofia de 6rgdos, principalmente em tecidos
altamente proliferativos com altas taxas de auto-renovacao, este inclui a pele, intestino, figado e
sangue (BLASCO et al., 1997; JASKELIOFF et al., 2011; SAHIN et al., 2011b; COLLA et al.,
2015). O TERT além da manutencdo do teldmeros pode impactar na biologia de células-tronco
através de suas funcdes ndo classicas e que envolvem a ativacdo da via WNT, via principal dos

reguladores da homeostase das células-tronco (PARK et al., 2009).

i) Comunicagdo intracelular alterada

A comunicacdo celular envolve os processos intracelulares que contribuem para
manutencdo da homeostase e funcdes bioldgicas nos individuos, e produzem nos espacos
extracelulares sinais quimicos que sdo detectados por células especificas que ativam ou inibem
importantes cascatas quimicas (SONG et al., 2019). No envelhecimento a comunicacdo celular
desempenha um importante papel, através da regulagdo de niveis enddcrinos, neuronais e
neuroendocrinos (DIAMANTI-KANDARAKIS et al.,, 2017). O envelhecimento tende a ser
mediado pelas sinalizagdes neuro-hormonais (como a sinalizagdo de renina-angiotensina, de

insulina e adrenérgicos), quando ha aumento das reaces inflamatorias e alteracdes que
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envolvem imunodeficiéncias (SALMINEN et al., 2016). O acumulo de secrecdo de citocinas
pré-inflamatorias em células senescentes podem causar a inflamagdo, como resposta de alteracao
de autofagia e aumento de sinalizacdo de NF-«B (GREEN; GALLUZZI; KROEMER, 2011,
SENOVILLA et al.,, 2012; SALMINEN; KAUPPINEN; KAARNIRANTA, 2016). Outra
alteracdo implicada no envelhecimento corresponde & presenca de um processo inflamatério
cronico causado pela produgdo de citocinas, tais como IL-6, TNF-a, dentre outras. Essa
imunossenescéncia pode agravar o fenotipo de envelhecimento em nivel sistémico, devido a
falha do sistema imunoldgico em eliminar agentes infecciosos, células infectadas e células a
beira da transformacdo maligna. Além disso, uma das fungdes do sistema imunoldgico é
reconhecer e eliminar células senescentes, por meio da ativacdo de mecanismos relativos a
apoptose e autofagia, induzindo a renovacdo celular e tecidual, e consequente conservacao
dessas estruturas (LOPEZ-OTIN et al., 2013). A sinalizacdo inflamatoria de células
genomicamente danificadas ou senescentes, estdo envolvidos nos processos de envelhecimento.
O telémero disfuncional pode dar inicio e manter a inflamacéo em vérios niveis. Primeiramente
a disfuncéo do teldmero causa senescéncia celular, estimulando a sintese e secrecdo da IL-6 e do
TNFa, entre outros fatores inflamatérios (COPPE et al., 2010b). Em sequéncia, a disfuncdo do
teldmero favorece a producdo de fragmentos extracromossomais que se precipitados podem levar
a morte celular autofégica através da ativacdo da via cGAS-STING (NASSOUR et al., 2019).

1.3. Doengas associadas ao envelhecimento

O envelhecimento a nivel bioldgico é relacionado a um acumulo de diversos danos
celulares e moleculares, esse acimulo ao longo do tempo resulta em uma perda gradual de
fungdes fisioldgicas, aumentando o risco de desenvolvimento de doengas e comprometimento na
capacidade intrinseca do individuo (CHAN, 2015). Desse modo o envelhecimento é um fator
condutor para o desenvolvimento de doencas relacionadas a idade. O estudo da Carga Global da
Doenca em 2017, aponta que das 293 doencas apontadas, 92 delas foram determinadas como
doencas relacionadas a idade (LUBLQY, 2020). Entre as doengas mais comuns relacionadas ao
envelhecimento estdo as doencas neurodegenerativas, doengas cardiovasculares, doencas

metabdlicas, doencas relacionadas a desordens musculares, entre outras.
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a) Doengas neurodegenerativas

O envelhecimento é um importante fator de risco associado ao desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas. Desse modo o surgimento da maioria dos distdrbios
neurodegenerativos é observado em idosos. Assim, a medida que a populacdo envelhece, se
torna mais comum o desenvolvimento das doencas neurodegenerativas relacionadas a idade,
como a Doenca de Alzheimer (DA) e a Doenca de Parkinson (DP) (JOHNSON, 2015). Foi
observado que desenvolvimento da DA tem um aumento significativo com o avanco da idade
(ROCCA et al., 2011). E a segunda condicdo neurodegenerativa mais comum relacionada a
idade é o desenvolvimento da DP) (BLIN et al., 2015; DUNCAN et al., 2014). Tanto DA quanto
DP apesar de apresentarem diferentes aspectos patolégicos, sdo neurodegenerativas e
tipicamente sua caracterizacdo se da pela perda crénica progressiva de neurdnios e conexdes
sinapticas, resultando em uma perda funcional gradual (NUSSBAUM; ELLIS, 2003). Outro
fator de risco relacionado ao avanco da idade sdo as condicGes inflamatorias que resultam em
desmielinizacdo neuronal, um condutor neurodegenerativo, como um exemplo a esclerose
maltipla (TRAPP; NAVE, 2008; SCALFARI et al., 2011).

b) Doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares sdo caracterizadas pelas alteragcbes funcionais e estruturais
dos vasos, que sdo cumulativos com o passar da idade, contribuindo para 0 aumento dos riscos
de desenvolvimento de doencas, e apresenta como um fator preocupante tanto para os pacientes,
como para o sistema de saude e seus cuidadores (PANENI et al., 2017). O envelhecimento tem
um efeito importante no sistema vascular e um efeito notavel no coracdo, com o passar da idade
0 peso cardiaco é aumentado, enquanto o numero de midcitos cardiacos é reduzido
progressivamente. A perda continua de células cardiacas é relacionada ao declinio de atividades
regenerativas correspondente a 1% ano aos 20 anos de idade e a 0,4% aos 75 (HEIDENREICH
et al., 2011; PANENI; COSENTINO, 2016). Um dos principais causadores de muitas das
doengas cardiovasculares € o0 estresse oxidativo, e incluem hipertensdo, diabetes,
isquemia/reperfusdo, essas doengas apresentam niveis elevados de fatores enddgenos, ou seja, de
citocinas que induzem a inflamag&o, levando ao aumento das vias de sinalizagdo oxidativa,

aumento das espécies reativas de oxigénio (EROS), como NADPH-oxidases, resultando em
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estresse  proteico por proteinas mal dobradas e mitocondrias comprometidas
(PAPACONSTANTINOU, 2019).

c) Doencas metabdlicas

A homeostase de energia celular e metabdlica, é regulada por um condutor chave 0 AMPK
e € considerado como o sensor principal de monofosfato de adenosina (AMP) para adenina
trifostato (ATP), e adenina difosfato (ADP) para ATP. O AMPK tem um papel central para
regular o metabolismo celular e a sua atividade estd diretamente ligada a funcdo mitocondrial.
Estudos realizados em camundongos apontaram uma relagdo reduzida entre ATP/AMP no
masculo, e a inducdo das vias AMPK e da expressdo de PGCla aumentaram a biogénese
mitocondrial (AMORIM et al., 2022). Com o avan¢o da idade a uma reducdo gradual da
atividade autofagica, sabe-se que a autofagia é essencial para manter a homeostase celular em
situacdo de estresse intracelular, podendo interferir na eficiéncia do processo autofagico. Nesse
sentido os desarranjos metabdlicos e o estresse intracelular, resultam em condi¢fes como o
diabetes mellitus do tipo 2, resisténcia a insulina e obesidade sarcopénica, que sao prevalentes no
envelhecimento populacional. A sarcopenia por exemplo é relacionada a perda de massa
muscular esquelética, e estd envolvida na patogénese da resisténcia a insulina e do diabetes
mellitus do tipo 2, diretamente relacionada ao avango da idade. A perda da atividade autofagica
culmina em um agravamento de disturbios metabdlicos relacionados ao diabetes em tecidos que
sdo alvos de insulina, e inclui o figado, musculo esquelético e tecido adiposo, bem como em
células B pancreaticas (KITADA; KOYA, 2021).

d) Desordens musculares

Dados do Global Burden of Disease (GBD) 2019, em uma analise recente mostrou que
aproximadamente 1,71 bilhdo de pessoas em todo mundo vivem com condi¢Ges relacionadas a
desordens musculoesqueléticos, e inclui dor lombar, dor no pescoco, fraturas, outras lesoes,
osteoartrite, amputacdo e reumatoide artrite (CIEZA et al., 2020). Com o0 avanco da idade, a
pessoa idosa se torna propensa a lesdes e aos distirbios musculoesqueléticos degenerativos.
Entre os distdrbios musculoesquelético mais comuns relacionados ao envelhecimento e com
impacto econémico significativo estdo a sarcopenia e a osteoartite (GROTE et al., 2019).

Durante o processo de envelhecimento a funcdo mitocondrial é comprometida e as atividades
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antioxidantes reduzidas, contribuindo dessa forma para o desenvolvimento da sarcopenia
(GAFFNEY et al., 2018). Diversos estudos tem relacionado & atrofia muscular a remodelagem
neuromuscular, e apontam que ocorre uma reducdo no nimero de unidades motoras antes da
perda da funcdo muscular, consequente da reducdo de massa muscular (SHETH et al., 2018). A
sarcopenia € uma condicdo relacionada a idade, definida como a perda gradual de massa
muscular e de funcdo no envelhecimento. Com o avango da idade a massa muscular e a fungéo
muscular € reduzida entre 30 e 50% aos 80 anos, que pode ser pior em idosos inativos (MUSI et
al., 2018). A osteoartrite (OA) é associada a uma das causas de incapacidade crénica mais
comum em idosos, 0 desenvolvimento da OA ¢ relacionado a um conjunto de fatores de risco e
ndo somente ao envelhecimento em si. A disfuncdo mitocondrial estd relacionada ao
desenvolvimento de doencas relacionadas a idade, pois as mitocondrias tém um papel importante
para as fontes de EROS nas células, os danos em DNA mitocondrial podem ser promovidos por
citocinas inflamatérias como IL-/8 e TNF-a e pode contribuir para a morte do condrdcito. O
aumento da producdo de EROS que pode vir de fonte mitocondrial contribui para a leséo

mecanica na cartilagem e pode promover a morte do condrécito (LOESER, 2011).

1.4. Sarcopenia

A sarcopenia, apontada como uma das condi¢cbes associadas ao processo de
envelhecimento, destaca-se como uma alteragdo funcional importante e figura como um dos
principais problemas relacionados a idade, e é culminada pela perda gradativa de massa
muscular esquelética, forca muscular e funcionalidade. O processo de deterioracdo que leva a
perda de massa muscular esquelética é multifatorial, e pode ser ocasionado por remodelamento
da unidade motora, inatividade fisica, niveis hormonais diminuidos e reducéo da sintese proteica
(DALLE; ROSSMEISLOVA,; KOPPO, 2017). A massa muscular comeca reduzir gradualmente
a partir dos 30 anos de idade e acelera a medida que as idades individuais estejam acompanhadas
de baixa forga muscular ou baixo desempenho fisico (WILKINSON et al., 2018).

Os critérios de diagnostico e definicdo de sarcopenia foram propostos pelo Grupo de
Trabalho Europeu sobre Sarcopenia em Idosos (EWGSOP) em 2010, para o diagnéstico o grupo
avaliou a forca e desempenho através da mensuracdo da baixa massa muscular, acompanhado da
baixa forca muscular. Os pacientes foram avaliados quanto a capacidade de realizar atividades

diarias, dificuldades de mobilidade, aumento do risco de quedas e fraturas, perda da
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independéncia, aumento da predisposicdo a depresséo e risco de morte. Em 2019 o EWGSOP,
atualizou as diretrizes, priorizando como padréo de diagndstico de sarcopenia mais importante a
diminuicdo de forca muscular (CRUZ-JENTOFT et al., 2010, 2014, 2019). Estudo de Claudia et
al., 2022, aponta que pode haver discrepancia na prevaléncia de sarcopenia que varia de 11 a
27,7% quando o EWGSOP (2010) ¢ aplicado, e quando 0 EWGSOP (2019) é aplicado varia de
4,6 a 13,6% (CLAUDIA et al., 2022).

H& uma alta prevaléncia de sarcopenia na populacéo idosa, e € comum no envelhecimento
normal e natural que se observe uma perda gradual e progressiva da massa muscular esquelética,
e pode ser acompanhando por um aumento da deposicdo de gordura no tecido muscular, levando
a um aumento da morbidade e mortalidade na populagéo idosa, e em paralelo pode ser observado
que esses fatores podem contribuir para um aumento da pré-disposi¢do ao desenvolvimento de
doencas como por exemplo o Diabetes Mellitus tipo Il. Estudos apontam que o musculo
esquelético compreende cerca de 40 a 50% de tecido em mamiferos, sendo um dos locais de
extrema importancia para o controle metabdlico. Vale ressaltar que levando em consideragdo, em
que a populacdo idosa esta cada vez mais crescente, é provavel que a nos proximos anos a
sarcopenia seja mais prevalente (WIEDMER et al., 2021).

Durante o envelhecimento acontecem algumas alteracbes na composicdo corporal,
aumento de massa gorda (adiposidade) e reducdo da massa magra, em particular a massa
muscular esquelética. Sabe-se que a massa muscular esquelética, também ¢é relacionada a
homeostase metabdlica do fornecimento de aminoacidos aos tecidos, capacidade aerdbia,
homeostase dos niveis glicémicos, gasto energético de repouso e oxidacao de lipideos. A massa
muscular esquelética é produto do equilibrio entre a producdo e catabolismo proteico, ja 0s
fatores anabdlicos séo fisicos (responsaveis pela tenséo e contragdo) e quimicos (que incluem
secrecdo de hormonios: insulina, testosterona, IGF-1) (BAUMGARTNER et al., 1998;
DESCHENES, 2004; SEOK et al., 2007; TREVISAN et al., 2007).

No processo de envelhecimento tem sido demostrado que a perda muscular pode se dar
tanto pelos componentes neurais como também pela disfuncdo mitocondrial, porém a salde
mitocondrial é apontada como chave central para dar inicio e perpetuar a sinalizacdo de
sarcopenia. Acredita-se que a disfungcdo mitocondrial promove o aumento da abertura do poro de
transicdo das mitocondrias e da inicio a sinalizacdo apoptdtica em neurdnios motores e celulas

musculares (Figura 4), porém no processo de envelhecimento isso ndo € corrigido porque ha
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uma inibicdo de mitofagia. Os conteldos celulares proximos ao local das mitocndrias
disfuncionais sdo removidos através da ativacdo proteossémica, esse desequilibrio celular
aumenta proporcionalmente com o acumulo de mitocondriais disfuncionais. Embora o
envelhecimento induza a disfun¢do mitocondrial, acredita-se que o acumulo de EROS, ou de
danos de DNAmt, possa dificultar a comunicagdo de neurdnios musculares e motores, levando
ao aceleramento da morte de ambos (ALWAY; MOHAMED; MYERS, 2017).

Aumento do Ca?* citosolico,
aspécies reativas de 0xigénio
(eslresse oxidativo),
peroxidagio lipidica

.

Lesao ou disfungao mitecondrial

Membrana
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FIGURA 4. A disfuncdo mitocondrial promove o aumento da abertura do poro de transicdo
das mitocondrias e promove a sinalizacdo apoptotica em neurdnios motores e células
musculares. Retirado de: https://edisciplinas.usp.br/.

A perda de massa muscular na sarcopenia induzida pela disfuncdo mitocondrial é
mediada pela incapacidade da mitocéndria em gerar ATP suficiente, através da fosforilagcdo
oxidativa (OXPHOS), em resposta as demandas energéticas que sdo prejudicadas com o
avanco da idade (BRAND; NICHOLLS, 2011; DAVINELLI et al., 2013). Estudos tém sido
direcionados a fim de observar mecanismos compensatorios que induzem a produgédo de
energia pelas mitocondrias, mesmo sob condi¢bes de stress mitocondrial. Dentre esses

mecanismos descritos, como mais importante deles se destaca o processo de biogénese
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mitocondrial. PGC-/a, sdo proteinas co-ativadoras que pertencem a uma classe de
reguladores de transcricdo. Sirts, sdo proteinas que atuam como sensor metabdlico e
AMPK, uma proteina quinase que quando ativada atua na homeostase energética. Essas
proteinas se destacam entre as vias descritas que podem estar relacionadas a biogénese
mitocondrial indicando que pode haver uma adaptacdo compensatoria aos déficits
energéticos em desequilibrios mitocondriais (CANTO; AUWERX, 2009; VALERO, 2014;
SALT; HARDIE, 2017; SINGH et al., 2018).

1.5. AlteracBes no musculo esquelético relacionados a idade
O tecido muscular compde cerca de 40 e 45% do peso corporal humano, e se divide
em musculo esquelético, musculo liso e musculo cardiaco, ao todo somam cerca 660 musculos
que possuem diferentes localizacdo e fungdo. O tecido muscular esquelético € constituido por um
grupamento de fibras musculares que séo envoltas pelo endomisio, um tecido conjuntivo fibroso,
esses grupamentos se formam em feixes podendo conter até 150 fibras, na qual formam um
fasciculo, que é envolto por uma estrutura chamada perimisio, 0 musculo ao todo é formado pela
unido de varios fasciculos que sdo envoltos pelo epimisio. No contexto histologico as fibras sdo
envoltas pelo sarcolema (membrana plasmatica), na qual é formada por uma camada dupla de
lipideos, e sua funcdo é conducdo da onda de despolarizacdo através da fibra. Sob o sarcolema
existe um grupamento de proteinas e filamentos de colageno denominado membrana basal. E
entre o sarcolema e a membrana basal onde se encontra as células satélites. A estrutura muscular
é constituida por um conjunto de fibras musculares que formam unidades iguais e repetidas, 0s
sarcOmeros, que sdo delimitadas pelas linhas Z, onde se localizam filamentos proteicos finos e
grossos, esse complexo estrutural além de conferir a organizacao estrutural permite a contragédo

muscular (SCHIAFFINO& REGGIANI, 1996; FLUCK et al., 2003).

Com o avango progressivo da idade, é observado que h& uma alteragdo estrutural, no
potencial de acdo celulares e alteragbes moleculares no mduasculo esquelético, notado
principalmente apds os 60 anos em humanos. Observagdes feitas em atletas, observou que a forga
muscular comeca a reduzir a partir dos 30 anos de idade e continua de modo gradual conforme o
avanco da idade (LARSSON et al., 2019b). Essas alteracbes promovem estimulos que atuam
sobre o tecido muscular esquelético, estimulo elétrico, atividade neuromuscular, sintese de

horménios, a idade e o estimulo ou a auséncia de exercicio. Isso contribui para que haja
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modificacOes na atividade contratil do musculo, e com tudo o musculo esquelético necessita de
uma série de adaptacGes levando a uma reorganizacdo de eventos e atividades celulares que
envolvem respostas funcionais das fibras musculares, como exemplo a quantidade de
mitocondrias, de capilares, nervos periféricos, atividades enzimaticas. Desse modo os estimulos
aplicados sobre 0 musculo, favorece a transigdo de fibras lentas, também conhecidas como fibras
do tipo I, para fibras rapidas, ou chamadas tipo Il (Figura 5). As fibras apresentam isoformas,
essa transicdo também ocorre quanto as isoformas, onde hd uma mudanca do tipo 1A para IID e |
para 1A (BODINE et al., 1988; PORTER; VANDERVOORT; LEXELL, 1995). O desempenho
da forca muscular e a poténcia de trabalho muscular e sarcoplasmatico é conferido pelas
proteinas miofibrilares, através do desempenho de aerobiose e da resiténcia ao esforgo. Esses
desempenhos sdo associados aos tipos miofibrilares mais caracteristico, em que o tipo 1B, que
sdo chamadas de miofribras brancas, glicoliticas ou de contracéo rapida, e o tipo I, que sdo as
vermelhas, oxidativas ou de contracdo lenta. As mitocondrias e o nicleo sdo comprimidos contra
o0 sarcolema (membrana) pela massa miofibrilar, e externamente ao sarcolema sé&o localizadas as

células satélites, que tem um papel importante na regeneracdo do tecido muscular (NAIR, 2005).

No interior das miofibrilas, os filamentosde
actina e de miosina deslizam uma sobre as
outras, produzindo a contragdo muscular.
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FIGURA 5: A composicdo muscular é organizada por um conjunto de miofibras que formam as
fibras musculares, o conjunto de fibras constituido pelas fibras de contragdo rapidas e lentas formam
o fasciculo muscular. As fibras do tipo Il também chamadas de brancas ou glicoliticas séo de



36

contracgdo rapida, e o tipo |, que séo as vermelhas, oxidativas ou de contracdo lenta. Retirado
de: fisiologiafantastica.blogspot.com.

A forca muscular e o desempenho fisico podem ser afetados pelas diversas alteracGes
morfolégicas sofridas pelo musculo envelhecido, essas alteracBes podem estar ligadas as
mudancas relacionadas a idade nos sistemas nervosos central e periférico, e inclui a perda gradual
de motoneurons e a degeneracdo das juncdes neuromusculares (GONZALEZ-FREIRE et al.,
2014) A perda de massa muscular relacionada a idade é seguida de uma desorganizacdo da micro
e macro arquitetura de toda estrutura muscular. A conversdo de fibras do tipo Il (rapidas) para |
(lentas), e posteriormente a infiltracdo lipidica, resultam na redugdo da forca muscular,
aumentando o risco de quedas em idosos (BANO et al.,, 2017). Durante o processo de
envelhecimento, hd uma denervacdo das fibras musculares que pertencem a uma Unica unidade
motora, geralmente rapida (LEXELL et al., 1983). A denervagdo é seguida consequentemente
pela reinervacdo mediada pelos demais motoneurons, geralmente lentos. Essa reinervagéo
mediada por um tipo diferente de motoneurons tem como resultado a conversédo do tipo de fibras
e do agrupamento do tipo de fibra (LEXELL; DOWNHAM; SJIOSTROM, 1986). A capacidade
de regeneracdo dos motoneurons é perdida com o avanco do processo de envelhecimento, desse
modo algumas fibras musculares continuam denervadas, o que resulta na sua morte definitiva. E
observado que a atrofia das miofibras do tipo Il, é seguida de um acumulo de componentes ndo
contratados, que incluem adipécitos e tecidos conjuntivos (GOLDSPINK, 1984; LEXELL;
TAYLOR, 1991; KENT-BRAUN; NG; YOUNG, 2000; ALNAQEEB; ZAID; JOSEPH et al.,
2012). Os idosos também apresentam prejuizos no sistema vascular, que inclui o
comprometimento da atividade arterial, da funcdo da parede endotelial e uma reducdo da
densidade capilar muscular, esse comprometimento pode afetar ainda mais a salude muscular,
pois interfere na distribuicdo de oxigénio, nutrientes, proteinas, fatores de crescimento e
hormonios (TANAKA et al., 2000; GROEN et al., 2014).

Nesse sentido ocorre a ativacdo de fatores de transcricdo, como a miogenina, que quando
ativada estimula a determinacdo de fibras do tipo | e MyoD, para as fibras do tipo II, que é
mediada pela atividade neuromuscular, na qual pode alterar o fendtipo muscular, desse modo a
adaptacdo muscular pode ser alterada, nesse sentido as mudancas de fibras que promovem a

transicdo de fibras lentas do tipo | para as rapidas do tipo Il, dependem da atividade nervosa
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(HAMALAINEN&PETTE, 1995; FLUCK et al., 2003; GREGORY et al., 2005; LARSSON et
al., 2019c).

MHC é a proteina motora que alimenta a contracdo muscular, e a velocidade, eficiéncia e
producdo de energia depende do tipo especifico da molécula. Na grande maioria dos animais o
musculo esquelético apresentam multiplas isoformas de MHC, e geralmente sdo codificados por
genes distintos, sdo comumente encontrados dentro dos musculos dos membros: I, 1A, 11X e I1B.
Essas isoformas alternativas apresentam diferentes taxas de hidrélise de ATP e encurtamento
muscular, dessa forma transmite fibras musculares individuais com propriedades fisiologicas
especificas (ZHANG; ZHANG; MEDLER, 2010).

1.6. AlteracGes na funcdo molecular do musculo esquelético relacionados a idade

H& uma infinidade de genes e fatores de transcricdo especificos que formam um processo
complexo no desenvolvimento muscular esquelético (LIU et al., 2010). A regulacdo génica da
sintese de musculos em organismos vertebrados é mediada pela acdo da familia do fator
regulador miogénico (MRF) fatores determinantes de mioblastos (MyoD), fatores miogénicos
(Myf5), miogenina (MyoG) e MRF4, a familia dos MRFs sdo importantes para os fatores de
determinacdo miogénica e auxiliam no controle do destino da proliferacdo e diferenciacao celular
das células derivadas de células precursoras miogénicas (AASE-REMEDIOS; COLL-LLADO;
FERRIER, 2020).

O crescimento e o reparo muscular sdo mediados por células-tronco musculares que sdo as
células primarias (YIN; PRICE; RUDNICKI, 2013). Sob condic¢des basais, as células primarias
permanecem sob a ldamina basal em um estado quiescente. Quando ocorre danos musculares, as
células primarias saem de seu estado quiescente, ou seja, quando esta em estabilidade, e, apos a
ativacdo sofrem diferenciacéo e se proliferam atraves do sarcolema onde se fundem com fibras
musculares existentes, esse processo é controlado pela expressdo dos genes Pax e seguido da
expressdo de fatores regulatorios miogénicos: MyoD, Myf5, Myogenin e MRF4. Células
musculares adultas expressam Pax7, enguanto a expressao Myf5 e/ou MyoD é rapidamente
regulada apds a ativagdo de células primérias, ambas reguladas por Pax7. Apés a ativagdo de
células satélites, ocorre proliferacdo, diferenciagdo e posterior fusdo geram outras celulas
multinucleadas (miotubos) com caracteristicas semelhantes as fibras que compde o tecido de
origem (Figura 6) (CORNELISON&WOLD, 1997; MANCINELLI et al., 2021).
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Figura 6: Regeneracdo do musculo esquelético. As etapas desde a regeneragcdo do musculo
esquelético até a formacdo de novas fibras sdo conduzidas pelos processos de ativacdo e
diferenciagdo de células satélites e sdo controlados por uma cascata genética que envolve Pax7 e 0s
fatores reguladores miogénicos (Myf5, MyoD1, MRF4 e Miogenina). Fonte: (ROMAGNOLLI;
IANTOMASI; BRANDI, 2021).

O fator nuclear das proteinas ativadas de células T (NFAT), é uma familia composta por 5
elementos (NFATc1-4, NFATS), regulados pela calcineurina fosfates (HOGAN et al., 2003).
Estudos demonstram que o NFATc1 é um regulador essencial da expressdo génica especifica do
tipo de fibra e da troca de fibras em resposta ao exercicio e estabelecem o NFATc1l como um
inibidor da expressdo de MyoD, e foi visto que a transativacdo dependente de MyoD foi
fortemente reprimida pelo NFATc1, mas ndo por outros fatores de transcricdo da mesma familia,
sugerindo um papel especifico para NFATc1 na inibicdo da transativacdo de MyoD (EHLERS;
CELONA,; BLACK, 2014). Sabe-se que MyoD é um alvo transcricional direto do gene Mef2c,
através de um promotor especifico do musculo esquelético (WANG et al., 2001; DODOU; XU;
BLACK, 2003).

No processo de diferenciacdo das células progenitoras do musculo esquelético adulto o
CREB regulador transcricional de ligacdo de DNA, desempenha papéis-chave. A sinalizagdo de
tecidos esqueléticos danificados induz a fosfoliragdo do CREB, e quando ativado sinaliza tanto
para células precursoras miogénicas quanto para miofibras recem-regenerados dentro de areas

regeneradoras. Um estudo mostrou que pode haver uma interacdo entre CREB e MyoD pela
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interferéncia em sua dimerizacdo que pode ser induzida por sua transativacdo (A. E. CHEN et al.,
2004; KIM et al., 2005; STEWART et al., 2011).

Um trabalho recente realizado em modelo animal apontou que fator neurotrofico derivado
do cérebro (bDNF) e membro da familia mioquina, pode ter influéncia na diferenciacéo,
plasticidade e sobrevivéncia dos neur6nios centrais, e de modo semelhante pode afetar o
desenvolvimento do sistema neuromuscular. A exclusdo do bDNF pode promover a reducdo do
volume da placa final do motor sem prejudicar a integridade da juncdo neuromuscular. Desse
modo acredita-se que as alteracdes causadas por essa exclusdo podem estar associadas estdo
associadas a uma lentiddo na funcdo muscular, aumentando a resisténcia a fadiga induzida pela
contracdo. Ja na super expressdao de bDNF favorece um rapido programa genético do tipo
musculo, elevando o nimero de fibras glicoliticas (DELEZIE et al., 2019).

Durante o envelhecimento pode ocorrer um impacto na funcdo celular satélite, pois as
células satélites musculares sdo sensiveis a fatores sollveis, processos inflamatérios e o
crescimento local, que sofrem mudanca no envelhecimento, resultando em prejuizo no
envelhecimento ou ocasionando em retardamento no processo de reparo e regeneracdo em
resposta aos estimulos que causam danos no tecido muscular. A neutralizacdo da via WNT e a
transformagdo do fator de crescimento B (7GF)5) sinalizam vias que antagonizam e promovem a
sinalizacdo de células satélites, e podem apresentar melhorias no mecanismo de reparacdo
muscular na velhice. Estudos sugerem que o aumento dos niveis de TGFf no processo de
envelhecimento pode ter um impacto negativo na funcéo celular satélite, através da promocao de
tipos de células-tronco residentes em musculos profibréticos conhecidos por conversarem
cruzadamente com células satélites (BRACK & MUNOZ-CANOVES, 2016).

Ha uma superfamilia seletiva que comprende 30 ligantes diferentes para subtipos
especificos de receptores, que é conhecida como superfamilia TGFp. A sinalizacdo TGF5 é uma
rede complexa que esta relacionada a diferentes agdes bioldgicas que ocorrem dentro de uma
célula, na qual depende da combinacdo de ligantes e receptores que sdo utilizados. No sentido
desses ligantes, duas grandes vias de sinalizagdo sdo ativadas que implicam em duas classes de
fatores de transcricdo pertencentes a familia Smad. Fatores de crescimento e diferenciacdo (GDF)
como a miostatina/GDF8 e GDF11, e as proteinas TGF promovem a atividade de Smad2 e 3

culminando em perda muscular. Esses ligantes interagem com receptores do tipo | e tipo I, e as
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diferentes combinacOes ligantes-receptores, determina o modo como as duas subfamilias de
ligantes recrutam diferentes proteinas Smad (SARTORI et al., 2014).

Nesse sentido, o complexo activin/myostatin/TGFJ interagem com a membrana plasmatica
associada aos receptores tipo 1B e tipo 1A (ActRIIB/IIA) e receptores TGEpS. Além disso,
ligantes associados ao receptor ActRIIB/IIA/TGFp levam ao recrutamento e ativacdo da quinase
semelhante ao receptor de ativacdo (ALK), tais como ALK-4 (SARTORI et al., 2009;
TRENDELENBURG et al., 2009).

Pratt el al., 2019, destacou o envolvimento de genes importantes para identificar o evento
de sarcopenia, tais como genes de regulacdo hormonal, de vias proliferativas, de producéo de
citocinas, genes de modulacdo estrutural e metabdlica. Dentre eles 0s mais pesquisados foram
ACTN3 (alpha-actina 3), que forma uma parte integrante da linha Z do sarcomero em fibras de
contracdo rapida e ajuda na coordenacao de contracfes de miofibras; ACE (enzima conversora de
angiotensina) estando mais relacionado a populacGes atléticas, o gene ACE apesar de obter
pesquisas limitadas, tem mostrado caminhos que sugerem sua importancia as mudancas

relacionadas a idade nos fendtipos musculares (PRATT et al., 2019).

1.7. Compostos naturais

Devido ao percentual da populacdo idosa estar cada vez mais em crescimento, diversas
estratégias tém sido exploradas para auxiliar no controle da sarcopenia associada ao
envelhecimento, dentre estas, a abordagem nutricional enfatizando o uso de alimentos ricos em
compostos bioativos, tais como os polifendis, tem chamado atencdo por suas propriedades
biolégicas na modulacdo desse evento. Devido ao seu consagrado potencial antioxidante
largamente reportado na literatura, diversos estudos mostraram seu potencial terapéutico na
modulagdo do stress oxidativo envolvido no processo da sarcopenia (ROBINSON &SHALIT,
1964; DAMIANO et al., 2019; CESARE et al., 2020; GANAPATHY&NIEVES, 2020). Além
disso, alguns acidos fendlicos representativos foram relatados para exercer efeitos benéficos nos
musculos, promovendo seu crescimento e/ou reduzindo seu desperdicio, melhorando a qualidade
mitocondrial e prevenindo inflamagdo e estresse oxidativo (SAIBABU etal., 2015). O &cido
gélico (GA) em combinacdo com epicatequina (EC) e epigalocatequina (EGC) aumentou a
diferenciagdo muscular ao induzir os fatores reguladores miogénicosmiogenina, Myf5 e MyoD
nos miotubos C2C12 (HONG et al., 2020).
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Entre os varios &cidos hidroxicinamicos, o acido ferulico (FA), o acido clorogénico e o
acido cafeico tém efeitos positivos no musculo (CHEN et al., 2019c). Foi relatado que o &cido
clorogénico aumenta a forca muscular, melhorando a funcdo mitocondrial e o metabolismo da
energia celular em ratos induzidos pelo treinamento de resisténcia. O acido cafeico, encontrado
em frutas, vinho e café, por sua vez, apresenta alguns efeitos interessantes contra lesdes
musculares, como a melhora da fungdo muscular através da regulacdo da fungdo mitocondrial e
do metabolismo de energia celular (SHEN; YEN; LIOU, 2013; OMMATI et al., 2020). Além
disso, em um modelo de estudos comportamentais (Zebrafish), observou que a administracdo de
FA por 30 dias causou o crescimento hipertréfico do musculo esquelético do tipo rapido, bem
como foi capaz de aumentar os niveis de MyoD (WEN; USHIO, 2017).

1.8. Erva mate (llex paraguariensis)

A llex paraguariensis, cujo nome comum € erva mate, € amplamente consumida no sul do
Brasil sob a forma de chimarrdo, na regido centro-oeste na forma de tereré e no restante do pais
como chés ou infusBes. Estudos sobre composi¢ado quimica da erva mate apontam para a presenca
de alcaloides (metilxantinas), flavonoides, vitaminas como A, complexo B, vitaminas C e E, bem
como taninos, acidos clorogénicos e seus derivados, além de numerosas saponinas triterpénicas
derivadas do &cido ursélico, conhecidas como saponinas (GUGLIUCCI, 1996).

Diversos trabalhos demostram que 0s compostos detectados na EM possuem uma série de
funcgBes bioldgicas que tem se mostrado benéficas no tratamento de desequilibrios metabdlicos
associados a obesidade, tais como: acdo antioxidante, anti-inflamatoria, imunomodulatoria,
anticancerigena, modificacdo do metabolismo de glicose, reducdo do risco cardiovascular,
modificacdo do metabolismo do colesterol, reducdo do peso corpdreo e reversao do quadro de
resisténcia a insulina (GUGLIUCCI, 1996; SCHINELLA et al., 2000; FILIP et al., 2001;
BRACESCO et al., 2003, 2011; ; CHANDRA & DE MEJIA, 2004; MIRANDA et al., 2008;
ARCARI et al., 2009, 2011; KLEIN et al., 2013).

Um artigo recente publicado por nosso grupo ja demostrou potencial da EM na modulacéo
de alvos moleculares de tecido muscular relacionados a biogénese mitocondrial, foram
observados que a EM estimulou o metabolismo energético mitocondrial em células C2C12,
através do aumento da expressdo de genes envolvidos na biogénese mitocondrial (Ampk, Mttfa,

Nrfl) e relacionados a termogénese (Ucp-1 e Ucp-3). E em modelo de obesidade in vivo induzido
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por dieta hiperlipidica, o tratamento com EM reduziu o peso corporeo. Além disso, os dados
respirométricos sugeriram que a EM foi capaz de estimular o gasto energético. Adicionalmente
dados de expressdo génica em TAM e musculo esquelético mostraram aumento da expressao de
Ucp-1 e Ucp-3 em animais tratatados com EM, sugerindo efeito termogénico. Além disso, houve
indicativos de estimulo de biogénese mitocondrial bem como melhora da atividade de
fosforilagdo oxidativa, conforme evidenciados pelo aumento da expressdo de génica de Nrf-1,
MtTFA, Pgc-Ia e Sirt-1 e proteica de SIRT-1, p-AMPK, UCP-1, UCP-3 e OXPHOS (DOS
SANTOS et al., 2018a). No entanto, atividade da EM na modulacdo de eventos relacionado as
desordens musculares no processo de envelhecimento ainda ndo foram exploradas. Tendo em
vista 0 substancial aumento da populacdo idosa e considerando as debilitacbes metabdlicas e
funcionais nesta fase da vida ocasionadas tanto por fatores genéticos quanto ambientais (0s quais
incluem estilo de vida e habitos dietéticos), estudos que visem a prevencao de danos adicionais
ao organismo se mostram importantes. Diversos estudos demostram que grande parte destes
efeitos deletérios a saude podem ser controlados com uma dieta rica em compostos antioxidantes.
Diante disso, estudos que exploraram as propriedades funcionais da erva-mate demonstraram
efeitos benéficos na modulacdo de stress oxidativo, inflamacgdo, resisténcia a insulina, entre
outros beneficios, aspectos comumente evidenciados no envelhecimento. O uso de um alimento
como Erva Mate, pode ser uma proposta efetiva, uma vez que é uma estratégia nao invasiva, de

alta tolerabilidade e baixa toxicidade, além de ser acessivel ao consumo.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar as propriedades da suplementacdo com erva mate na modulacdo do processo de

sarcopenia relacionada ao envelhecimento em camundongos.

A e

Objetivos Especificos

Avaliar a evolugédo do peso corporeo e consumo de ragéo;

Avaliar composicao corporal;

Avaliar qualidade de for¢a muscular pelo Rope Grip Test;

Avaliar o contetdo de DNA mitocondrial atraves da expressdo génica por PCR em
tempo real;

Avaliar por PCR em tempo real a expressdo de genes envolvidos no processo de
Biogénese Mitocondrial como: Ampk2, mtTFA, NRF1, PGCla, Sirtl, UCP3.

Avaliar por PCR em tempo real a expressdo de genes envolvidos no mecanismo de
regeneracdo e reparo muscular como: CREB, PAX7, SIX1, MYF5, MyoD, MEF2C;
Avaliar por PCR em tempo real os genes envolvidos no crescimento e diferenciacao:
GDF8, TGFp, ACTRIIB;

Avaliar por PCR em tempo real os genes envolvidos na troca de fibras: bDNF,
NFATC1;

Avaliar por PCR em tempo real o gene ACTN3 envolvido no processo de coordenacao

de contracdo muscular, e ALK4 gene envolvido na comunicacéo celular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e desenho experimental

Camundongos machos C57BI6 com 4 semanas de idade foram adquiridos do Centro
Multidisciplinar de Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia de Animais de Laboratdrio
(CEMIB-Unicamp, Campinas, Brasil). Todos os animais foram alojados em gaiolas de micro
isolamento em ambiente com temperatura controlada (22°C) em ciclo noite/dia de 12 horas com
acesso ad libitum a adgua potavel e dieta. Os animais foram divididos em 2 grupos com 5 animais
cada, conforme a dieta oferecida a composicdo da dieta é apresentada na TABELA 1, nos quais
um deles foi alimentado com ragdo AIN-93m suplementada com extrato de erva mate liofilizado
(1,2 g/Kg de dieta-grupo CT+MT), o teor dos fitoquimicos presentes na EM utilizada é
apresentado na TABELA 2, enguanto o outro com a racdo AIN-93m (Rhoster®) padréo (CT),
durante um periodo de 20 meses. Os camundongos foram pesados mensalmente e a ingestdo
alimentar foi registrada. A dose de EM acrescentada na ragéo, foi escolhida baseado no consumo
didrio de EM por pessoa na regido Sul do Brasil, onde € amplamente consumida, e foi
considerado a quantidade de racdo consumida por camundongo, que corresponde a mais ou
menos 5g/dia, chegando a dose escolhida de 1,2g/Kg de racdo. A racdo suplementada com EM
foi produzida industrialmente (Rhoster® Industria e Comércio Ltda, Aragoiaba da Serra-SP).
Além disso, adicionalmente um outro grupo de camundongos foi alimentado apenas com AIN-
93m, para comparacao, e foram submetidos aos mesmos testes que os grupos CT e CT+MT, a
eutanasia foi realizada apds 8 semanas e esse grupo (N=5) foi considerado o grupo controle
jovem (CTJ) (Figura 7).

Os experimentos foram realizados de acordo com os principios estabelecidos pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de

Etica da Universidade So Francisco, Braganca Paulista, SP, Brasil (Protocolo 002.10.2014).
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TABELA 1: Composicao das dietas utilizadas.

Dieta Padréo Dieta enriquecida com Erva
Mate
0.kg-1 kcal.kg-1 g.kg-1 kcal.kg-1
Amido de milho 3975 1590 397,5 1590
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Amido dextrinado 132 528 132 528
Erva Mate (liofilizada) - - 1,2 0
Oleo de Soja 70 630 70 630
Celulose 50 - 50 -
Minerais 35 - 35 -
Vitaminas 10 - 10 -
L-Cistina 3 - 3 -
Colina 2.5 - 2.5 -
Total 1000 3948 1000 3948

TABELA 2: Concentracdo (mg/g) dos principais fitoquimicos presentes no cha-mate utilizado.

Cafeina Teobromina Acido 5-O- Acido Total de
cafeoilquinico cafeico polifendis*
(5-CQA)
5,82 +0,17 3,30 +0,35 32,25 +0,50 0,58 +0,01 348,80 +16,35

* Determinado por cada pico cromatografico identificado como acido clorogénico, baseado na comparagéo

por UV com o 5-CQA puro. Os valores representam a média e o desvio padrao dos fitoquimicos avaliados.
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Chegada dos animais Acompanhamento dos Animais
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mesmas observagGes e testes (a eutanasia ocorreu apés 8
Semanas). 20 MESES

Esse grupo foi chamado de Controle Jovem (CTJ)
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FIGURA 7: Desenho experimental do modelo utilizado. 2 grupos experimentais foram avaliados
ao longo de 20 meses, foram divididos em Grupo Controle-Velho (CT), que recebeu racdo padréo
comercial AIN-93m, e Grupo Mate (CT+EM), grupo de mesma idade que recebeu a racdo AIN-
93m suplementada com 1,2g/Kg de Erva Mate Adicionalmente 1 outro grupo que foi chamado de
Controle Jovem (CTJ) também foi avaliado passando pelas mesmas observaces e testes e foram

eutanasiados ap6s 8 semanas. Amostras bioldgicas foram coletadas para posteriores analises.

3.2. RopeGrip Test

Aos 16 meses de idade os animais de ambos os grupos descritos, foram submetidos a um
teste conhecido com Rope Grip Test. Neste, os camundongos foram induzidos a se segurar com
as patas dianteiras em uma corda horizontal de 2 mm de espessura suspensa a 80 cm acima do
solo, colocada sobre uma caixa de observacdo, e o tempo decorrido até que 0s animais
levantassem as patas traseiras para agarrar a corda foi medido (Figura 8). Camundongos que
conseguiram agarrar a corda com ambas as patas traseiras dentro de 60 segundos e se manter
nessa condicdo durante pelo menos 10 segundos, foram considerados bem-sucedidos nesse
ensaio. Cada grupo foi constituido de 5 animais, e o teste foi realizado por duas vezes em dois
dias diferentes, cada vez em duas repeticdes com intervalos de 30 min. A andlise estatistica
incluiu o tempo real registrado até ocorrer uma pegada bem-sucedida. Os individuos que nao

conseguiram agarrar com as patas traseiras foram pontuados como 60 s (CHEN et al., 2019).
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FIGURA 8: Exemplificacdo do Rope Grip Test, onde os camundongos foram induzidos a se

=

segurar com as patas dianteiras em uma corda horizontal de 2 mm de espessura suspensa a 80 cm
acima do solo, que colocada sobre uma caixa de observacdo, foi observado e medido o tempo
decorrido em que 0s animais levantassem as patas traseiras para agarrar a corda. Fonte: CHEN et
al., 2019.

3.3. Analise do gasto energético por calorimetria indireta
A calorimetria indireta foi realizada utilizando o sistema Oxylet/Physiocage (Panlab,
Barcelona, Espanha). Os animais foram colocados individualmente em camaras respiratdrias
(temperatura: 22-23 °C, umidade: 45-55% ciclo claro escuro 12/12 h) com fluxo de ar de 0,5
L/min. Os animais s@o colocados previamente 24h antes do experimento para aclimatacao.
Durante as 24 h de anélise, O2 (%) e CO2 (%) foram medidos a cada 9 min. O Software

Metabolism (Panlab) calculou o consumo de Oz, CO; e gasto energético (kCal/h/kg®™).

3.4. Eutanasia e avaliacdo da composic¢éo corporal
Apos 6 h de jejum, os camundongos foram anestesiados com uma mistura de 1:1 de
Cetamina 100 mg/mL e Xilazina a 2% no volume de 0,1 mL para cada 100 g de peso corpéreo.
Amostras de depdsitos de tecido adiposo, figado e musculo gastrocnemio foram cuidadosamente

dissecados, pesados e armazenados para posteriores analises.
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3.5. Analise de contetldo do DNA mitocondrial (DNAmt)

A quantificacéo relativa do DNAmt foi desenvolvida por PCR em tempo real. Para tanto, a
extracdo do DNA total das amostras foi realizada utilizando o protocolo fenol/cloroférmio.
Basicamente, as amostras foram incubadas a 37°C overnight em 300 uL de tampéo de digestao
(Tris-HCL 1M; EDTA 0,5M; TWEEN20 0,5%), com adicdo de 10 uL de proteinase K 20mg/mL.
Posteriormente as amostras foram homogeneizadas em 400 uL de PCI (25 Fenol:24
Cloroformio:1 alcool isoamilico) gelado, em seguida foi centrifugado por 10 min a 12000 rpm
em temperatura ambiente, o sobrenadante (DNA) foi coletado e homogeneizados em 400 uL de
Cl (24 cloroférmio:1 alcool isoamilico) gelado, e na sequencia foi centrifugada por 10 min a
12000 rpm em temperatura ambiente, o sobrenadante foi coletado e novamente homogeneizados
em 400 uL de CI (24cloroférmio:1 alcool isoamilico) gelado, e na sequéncia foi centrifugada por
10 min a 12000 rpm em temperatura ambiente, o sobrenadante foi coletado e adicionado 100 uL
de acetato de s6dio 3M (NaAc 3M) e mais 600 uL de etanol gelado, e foram homogeneizados
cuidadosamente até que foi observado a precipitacao do pellet, na sequéncia foi centrifugada a 10
min por 12000 rpm em temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado. Posteriormente
lavou-se o pellet (DNA) com 250 uL de etanol 70% gelado (-20°C), centrifugado por 3 min a
12000 rpm, e descartado o sobrenadante, apds foi incubado a 37°C por 10 min mantendo a tampa
do tubo aberta, ap6s foi adicionado 100-200 uL de &gua ultrapura e ressuspendido com a pipeta,
em seguida foi mantido em temperatura ambiente por 15 min, a concentracdo e pureza da amostra
foi quantificada no Nano Drop 2000 (Thermo Scientific™, MA, USA). A reacdo de PCR em
tempo real foi realizada utilizando o Platinum® SYBR GREEN® gPCR Supermix UDG
(Invitrogen®, Waltham, Massachusetts, EUA), seguindo as especifica¢cdes do fabricante e em
triplicata. Para quantificagdo do DNAmt foi utilizado o gene do Cox1 (Cytochrome c oxidase
subunit 1) e como controle interno o gene 18S rRNA (TABELA 3).


https://www.google.com/search?sxsrf=ALiCzsbwU8TdTxhOvstnmDfcIvJ_bSncUA:1653610116416&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxM6qMTbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtY2cMTc0oyEnN3sDLuYmfiYAAA6qkJ81UAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjVsNfcsf73AhWyqJUCHUcNCXAQmxMoAXoECE0QAw
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TABELA 3: Sequéncia dos primers utilizados na analise do conteddo de DNAmt

Gene Sense Antisense

18S RNA
5’- 5’-CGCTGAGCCAGTCAGTGT-
TAGAGGGACAAGTGGCGTTC- 3’
35

COX1
5’- 5’-
GCCCCATATATAGCATTCCC- GTTCATCCTGTTCCTGCTCC-3’
3’

3.6. Extracéo de RNA e gPCR em Tempo Real

A extracdo de RNA total das bidpsias foi realizada utilizando o protocolo de extracdo com
Trizol™ Reagent (Invitrogen™). Basicamente, as amostras foram homogeneizadas com 1000uL
de Trizol™ Reagent (Invitrogen™) para cada 50-100 mg de tecido, adicionando 200 pL para
cada 1000 pL de cloroférmio aos homogenatos, seguido de incubagdo a 4°C por 10 minutos.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12000 g, 4°C por 10 minutos e a fase aquosa
coletada e homogeneizada com 1000 pL de alcool isoamilico, adicionando uma mistura de 20 pL
de AcNa 3M, 1 pL de Glicdgeno (GenElute LPA-Sigma Aldrich, MO, Estados Unidos) (10 pg/
pL), foram homogeneizadas e incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos na sequéncia foi
centrifugada (10 minutos, 12000 g, 4°C). Apos as etapas relatadas o sobrenadante foi descartado.
Subsequentemente, 500 pL de alcool 75% foram adicionados ao pellet resultante e ap6s nova
centrifugacdo a 12000 g, 4°C por 5 minutos o solvente serd descartado. Ap0Os evaporagao
completa do solvente (10-15 minutos) os pellets foram ressuspendidos em um volume apropriado
de H20 nuclease free (cerca de 100- 200 pL para as bidpsias) e a concentracdo de RNA total das
amostras foram mensuradas por espectrofotometria com auxilio do equipamento NanoDrop 2000
(Thermo Scientific™, MA, USA). A reagéo de PCR em tempo real foi desenvolvida utilizando-se
0 SYBR® (Go-Taqg Master Mix, Promega, Madison, Wisconsin, EUA) conforme especificagdes
do fabricante. Os experimentos foram feitos em duplicata de 5 amostras distintas por grupo

experimental, e as amostras foram normalizadas com os valores do gene constitutivo. Todas as


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk02mPnxlHBgMy9E-CBCMEUvWQbp_oQ:1615296719043&q=Madison&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtY2X0TUzKL8_N2sDICAL45EE9QAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwipsZSZqaPvAhVaHLkGHehjAK0QmxMoATAOegQIERAD
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reacOes de PCR em tempo real foram cicladas no equipamento 7300 Real-Time PCR System,
foram avaliados genes envolvidos na biogénese mitocondrial (Invitrogen®, Waltham,
Massachusetts, EUA) e no processo de sarcopenia (Exxtend® Solucdes em Oligos, Paulinia, Séo

Paulo, BR) (TABELA 4).

TABELA 4: Sequéncia dos primers utilizados

Gene Sense Antisense
Ampka2 5’-ACAGGCCATAAAGTGGCAGT-3> 5’-GTCGGAGTGCTGATCACCTG-3’
MtTFA 5’-CAAAGGATGATTCGGCTCAG-3> 5’-CCATCTGCTCTTCCCAAGAC-3’
Nrfl 5’-CAACAGGGAAGAAACGGAAA- 5’-CACTCGCGTCGTGTACTCAT-3’
3>
Nrf2 5’-AGGACATGGAGCAAGTTTGG-3> 5 -TCTGTCAGTGTGGCTTCTGG-3’
PGCla 5-TTTCTGTGGGTTTGGTGTGA-3>  5’-CCGAGAATTCATGGAGCAAT-3’
Sirtl 5’-AGTGGCACATGCCAGAGTC-3>  5’-TCCAGTCCTCCAGCACAT-3’
Ucp3 5’-CTCACTTTTCCCCTGGACAC-3>  5’-GTCAGGATGGTACCCAGCAC-3’
18s 5’-AAACGGCTACCACATCCAAG-3* 5 -CAATTACAGGGCCTCGAAAG-3’
Myf5 5’-TGAGGGAACAGGTGGAGAA-3* 5-GACAGGGCTGTTACATTCAGG-
3
MyoD 5’-AGCACTACAGTGGCGACTCA-3> 5 -GGTGTCGTAGCCATTCTGC-3°
Pax7 5’-CTTACTGCCCACCCACCTAC-3> 5’-CACGTTTTTGGCCAGGTAAT-3’
Six1 5’>-TTAAGAACCGGAGGCAAAGA- 5 -TGCTTGTTGGAGGAGGAGTT-3’
3>
NFATcl 5’-TCTCACCACAGGGCTCACTA-3> 5-GCGTGAGAGGTTCATTCTCC-3’
Mef2C 5’-AGCCTAAGTCCTGCAAGCTG-3* 5’-CCAGGCTTTCACCTTGTTCT-3’
ACTN3 5’-AGGACCTGCAGGATGTGTG-3  5’-TTGCCTTGAACTGTTCGTGT-3’
GDF8 5’-TGACAGCAGTGATGGCTCTT-3* 5’-AGCAACATTTGGGCTTGC-3’
ACTR 1IB 5’-ATGCCCAAGTTCTTTTGTGG-3>  5-TCCTGATCTCACTGCAAACG-3°
ALK4 5’-TCTACTGGGAGATTGCACGA-3* 5’-AACCTTTCGCATCTCCTCAA-3’
bDNF 5’-TGGCCTAACAGTGTTTGCAG-3* 5-CAGGGCCATTCAGTCCTATT-3’
Creb 5’>-TTTGTCCTTGCTTTCCGAAT-3>  5’-CACTTTGGCTGGACATCTTG-3’

TGFb

5’-TAATGGTGGACCGCAACA-3

5’-CTGCTTCCCGAATGTCTGA-3’



https://www.google.com/search?sxsrf=ALiCzsbwU8TdTxhOvstnmDfcIvJ_bSncUA:1653610116416&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxM6qMTbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtY2cMTc0oyEnN3sDLuYmfiYAAA6qkJ81UAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjVsNfcsf73AhWyqJUCHUcNCXAQmxMoAXoECE0QAw
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3.7. Forma de analise dos resultados - Analise estatistica.

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da média. Diferencas entre
0s tratamentos experimentais foram verificadas através de Analise de Variancia de Uma Via
(ANOVA) seguida pelo teste a posteriori de Tukey ou teste t. Um valor de p<0.05 foi
considerado como estatisticamente significativo. Todos os testes foram realizados com auxilio do
Software Graph Pad Prism (La Jolla, CA, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacado da composigao corporal

Segundo os dados obtidos foi possivel observar que houve um aumento no consumo de EM
(Figura 9A) apenas entre as semanas 4 e 6, depois se mantiveram estaveis em relacdo ao grupo
que recebeu dieta padréo, o consumo de EM foi eficiente para a manutengdo do peso corporal
(Figura 9B) do grupo tratado, bem como promoveu melhorias na composi¢do corporal, através
da reducdo do peso de gordura visceral e manteve massa muscular (Figura 9C), favorecendo a
prevencdo da sarcopenia, que é caracteristica do processo do envelhecimento. O tempo de
acompanhamento dos animais dos grupos CT e CT+EM foram de 20 meses, enquanto 0 grupo
jovem (CTJ) foram apenas de 8 semanas, nesse sentido ndo foi possivel realizar a comparacao do

consumo de racéo e da evolugéo corporal.
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FIGURA 9: Dados da avaliagdo da evolucdo corporal. 9A) Evolucdo do consumo de racdo; 9B)
Evolucdo do peso corporal; 9C) Avaliagdo do Peso dos Tecidos.Os valores significativos foram
entre p<0,05 e p<0,0001 (dados estatisticamente significativos obtidos através do teste One-way
ANOVA).
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4.2. Rope Grip Test

Os dados obtidos por meio do Rope Grip Test demonstraram que 0s animais do grupo
tratado com EM (CT+EM) conseguiram concluir o movimento de agarramento da corda com
ambas as patas traseiras mais rapidamente, mostrando-se bem-sucedidos, quando comparado ao
grupo da mesma idade (CT) que ndo recebeu o tratamento. Em relacdo aos resultados obtidos
com o grupo jovem (CTJ), esse movimento de fixacdo na corda foi realizado de maneira
imediata, a partir do momento em que as patas dianteiras dos animais tocavam 0 objeto,
inviabilizando a contagem do tempo. Diante disso, os dados indicam que o tratamento com EM
induziu 0 aumento da forgca muscular nos animais idosos (Figura 10).
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FIGURA 10: Avaliacao de forca pelo Rope Grip Test. Tempo de resposta pontuados em 60 segundos.

Os valores significativos foram de p<0,0315 (dados estatisticamente significativos obtidos através do teste
One-way ANOVA).

4.3. Analise do gasto energético por calorimetria indireta
Com base nos resultados, dados referentes ao consumo de O2 (FigurasllA e B) e do gasto

energeético (EE) ao longo de 24h (Figura 11C) nédo apresentaram diferencas significativas nos
grupos comparados.
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FIGURA 11: Dados da anélise de gasto energético por calorimetria indireta. 10A) Evolucédo do
consumo de O%; 10B) Consumo de 02?; 10C) Gasto energético (dados estatisticamente significativos
obtidos através do teste One-way ANOVA).

4.4. Avaliacao do conteido de DNAmMt e analise de expressdo génica envolvidas na
biogénese mitocondrial e sarcopenia

Quanto aos dados referentes as investigacdes sobre o conteudo de DNAmt também foram
realizadas de modo a verificar os efeitos do tratamento com EM sobre a funcdo mitocondrial em
tecido muscular esquelético. Os resultados obtidos demostram que tratamento com EM promoveu
aumento do numero de cépias de DNA mitocondrial (Figura 12A) bem como da expressao
génica de Nrfl, Nrf2, mtTFAa, Pgcla, Sirtl, Ampka2 e UCP3 (Figura 12B), indicando estimulo
de biogénese mitocondrial no grupo CT+EM em relacdo aos demais grupos, principalmente
quando se compara CT+EM ao grupo CT. Os dados numéricos de expressdo dos respectivos

genes descritos bem como os valores de p real podem ser conferidos nas TABELAS 5 e 6.
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FIGURA 12: Dados da avaliacdo do conteudo de DNA mitocondrial e avaliagcdo da expressdo génica
em tecido muscular (gastrocnemio). A) Niveis de DNAmt; B) Expressdo de genes envolvidos na
biogénese mitocondrial. Os valores significativos foram de p<0,0001 (dados estatisticamente
significativos obtidos através do teste One-way ANOVA).

TABELA 5: Dados da avaliacdo do contetido de DNA mitocondrial

Gene CTJ CT CT+EM Valor p

COX1 0,02+0,15 2,05+0,11 -1,23+0,12 p 0,0003

Os valores representam a média da expressao relativa (2”-ddct) e o erro padrdo dos grupos avaliados, e
o valor de p obtidos através do teste One-way ANOVA.
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Gene CTJ CT CT+EM Valor p
NRF1 21,46+0,48 22,60+0,01 19,52+0,65 p 0,0002
NRF2 27,11+0,35 26,45+0,01 17,22+0,82 p 0,00001
mtTFA 25,42+0,83 24,63+0,07 17,71+0,38 p < 0,00001
PGCla 21,13+0,90 20,80+0,63 15,86+0,95 p < 0,00001
Sirtl 26,35+0,87 25,67+0,55 20,77+1,14 p < 0,00001
AMPK?2 21,74+0,67 22,63+0,32 13,23+1,30 p < 0,00001
UCP3 23,99+0,91 23,10+1,08 14,87+1,62 p < 0,00001

Os valores representam a media da expresséao relativa (2°-ddct) e o erro padrdo dos grupos avaliados, e
o0 valor de p obtidos através do teste One-way ANOVA.

A fim de avaliar o efeito da EM sobre os mecanismos de reparo de danos musculares
causados pela sarcopenia no processo de envelhecimento, pode se verificar que a EM tem um
efeito positivo, ao se observar 0 aumento expressdo de genes responsaveis pela regeneracdo e
reparo de danos musculares como Creb, Pax7, Sixl, Myf5, ,ao observar o gréafico pode-se
observar uma tendéncia no aumento de expressdo de MyoD e Mef2C, que também fazem parte da
via de reparo, porém ndo foram estatisticamente significativos, também houve aumento de
expressao genes que influenciam no crescimento e diferenciacdo através da ativacdo da quinase,
como GDF8, TGFp, ActRIIB, gene envolvido na coordenacgdo de contragdo de miofibras ACTN3,
e de genes que podem estar envolvidos na troca de fibras bDNF e NFATcl, também foi
observado o aumento de expressdo do ALK4 gene envolvido nos mecanismos de comunicacao
celular, nos grupos tratados com EM (CT+EM) quando comparados ao grupo da mesma idade
(CT) (Figura 13), indicando que a EM auxilia na regeneracdo do tecido muscular esquelético
através da ativacdo de genes importantes na sinalizacdo de reparo. Os dados numéricos de
expressdo dos respectivos genes descritos bem como os valores de p real podem ser conferidos na
TABELA 7.
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FIGURA 13: Dados da avaliacdo de expressdo génica dos genes envolvidos na sarcopenia em tecido

muscular (gastrocnemio), em que os valores de p foram de p<0,05 e p<0,0001 (dados estatisticamente

significativos obtidos através do teste One-way ANOVA).

TABELA 7: Dados da expressao génica da avaliacdo de Sarcopenia

Gene CTJ CT CT+EM Valor p
CREB 0,0004+0,0003 0,37+0,12 4,16+0,61 p < 0,00001
PAX7 9,7340,00011 0,09+0,04 3,81+0,80 p 0,0001
SIX1 0,01+0,004 0,25+0,14 3,57+0,92 p 0,0011
MYF5 2,58+0,002 0,11+0,05 2,37+0,85 p 0,0096
MYOD 8,1845,25 1,39+0,76 4,65+2,52 p 0,1824
MEFC2 0,004+0,01 0,107+0,04 3,33+£2,0 p 0,1085
GDF8 0,009+0,08 0,29+0,12 3,56+0,88 p 0,0009
TGFb 0,0006+0,01 0,35+0,16 2,69+1,11 p 0,0153
ACTR1IB 0,001+0,0006 0,26+0,13 3,92+0,38 p < 0,00001
bDNF 0,00015+0,06 0,30+0,07 1,62+0,53 p 0,0187
NFATC1 0,0003+0,0001 0,11+0,07 1,41+0,5 p 0,0104
ACTN3 0,11+0,04 0,32+0,14 2,39+0,75 p 0,0179
ALKA4 0,004+0,003 0,26+0,13 4,23+0,86 p 0,0002

Os valores representam a média da expresséo relativa (2°-ddct) e o erro padrdo dos grupos avaliados, e

o valor de p obtidos através do teste One

-way ANOVA.
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5. DISCUSSAO
Os compostos naturais, como o0s polifendis tém sido explorados para auxiliar no controle
dos processos envolvidos pela sarcopenia, esses compostos tém chamado atencdo por suas
propriedades bioldgicas na modulacdo desse evento. Devido ao seu consagrado potencial
antioxidante largamente reportado na literatura, diversos estudos mostraram seu potencial
terapéutico na modulagédo do stress oxidativo envolvido no processo da sarcopenia (ROBINSON;
SHALIT, 1964; DAMIANO et al., 2019; CESARE et al., 2020; GANAPATHY; NIEVES, 2020).

Diversas atividades biologicas tém sido atribuidas a erva mate, principalmente por conta de
seu alto teor de polifendis, como o &cido clorogénico que é seu o principal polifenol,
metilxantinas, saponinas, taninos, e tem atribuido a ela as propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias, imunomoduladoras, além de beneficios ao muasculo esquelético, através da melhora
da atividade mitocondrial (MIRANDA et al., 2008; GOSMANN et al., 2012; ARCARI et al.,
2013a, 2013b; DOS SANTOS et al., 20182).

Ao avaliar o contetdo de DNAmt de modo a verificar os efeitos do tratamento com EM
sobre a funcdo mitocondrial em tecido muscular esquelético, os dados obtidos no neste estudo
demonstraram que o tratamento com EM promoveu um aumento do numero de copias contetdo
de DNAmt, e modulou a expressao génica de marcadores envolvidos no metabolismo energético
mitocondrial como Ampka2, mtTFA,Nrfl e Ucp3, assim como visto em estudos anteriores
realizados por nosso grupo com estudos de obesidade, onde essa mesma atividade foi investigada
em tecido muscular e tecido adiposo marrom (DOS SANTOS et al., 2018). No processo de
envelhecimento tem sido demostrando que a perda muscular pode se dar tanto pelos componentes
neurais como também pela disfuncdo mitocondrial, porém a satde mitocondrial é apontada como
chave central para dar inicio e perpetuar a sinalizagdo de sarcopenia. Acredita-se que a disfuncéo
mitocondrial promove o aumento da abertura do poro de transi¢do das mitocéndrias e da inicio a
sinalizacdo apoptotica em neurénios motores e células musculares, porém no processo de
envelhecimento isso néo é corrigido porque hd uma inibicdo de mitofagia. Os conteudos celulares
proximos ao local das mitocdndrias disfuncionais sdo removidos através da ativacao
proteossdmica, esse desequilibrio celular aumenta proporcionalmente com o acUimulo de
mitocondriais disfuncionais. Embora o envelhecimento induza a disfuncdo mitocondrial, acredita-

se que o0 acumulo de EROS, ou de danos de DNAmt, possa dificultar a comunicacéo de neurdnios
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musculares e motores, levando a indugdo da morte de ambos (ALWAY; MOHAMED; MYERS,
2017).

A perda de massa muscular na sarcopenia induzida pela disfuncdo mitocondrial € mediada
pela incapacidade da mitocondria em gerar ATP suficiente, através da fosforilagdo oxidativa
(OXPHOS), em resposta as demandas energéticas que sdo prejudicadas com o avan¢o da idade
(BRAND; NICHOLLS, 2011; DAVINELLI et al., 2013). Estudos tém sido direcionados a fim de
observar mecanismos compensatorios que induzem a producdo de energia pelas mitocéndrias,
mesmo sob condicBes de estresse mitocondrial. Dentre esses mecanismos se destaca 0 processo
de biogénese mitocondrial. PGC-/a, Sirts e AMPK se destacam entre as vias descritas que
podem estar relacionadas a biogénese mitocondrial indicando que pode haver uma adaptacdo

compensatdria aos déficits energéticos em desequilibrios mitocondriais (VALERO, 2014).

Dentro do contexto do envelhecimento, a biogénese mitocondrial tem um papel
fundamental para manter a saude dos masculos e das mitocondrias. Ha indicios de que o acimulo
de danos oxidativos no DNA mitocondrial (DNAmt) durante o envelhecimento natural é um fator
de risco para o desenvolvimento de distirbios neurodegenerativos associados a idade
(JEPPESEN: BOHR; STEVNSNER, 2011). E estimado que a frequéncia de mutagdes pontuais
no DNAmt aumenta cerca de 5 vezes durante uma vida util de 80 anos, indicando que a
senescéncia é responsavel por promover profundas modificacfes metabdlicas e bioenergéticas
(QUIJANO et al., 2012; KENNEDY et al., 2013; KUDRYAVTSEVA et al., 2016). Portanto, a
remocdo de mitocdndrias disfuncionais por meio de mecanismos como a mitofagia, é
fundamental para a sobrevivéncia e salde celular, sobretudo para as células do sistema nervoso,
uma vez que estas sdo particularmente susceptiveis aos desequilibrios decorrentes do
envelhecimento (EVANS, 2002; BAKULA; SCHEIBYE-KNUDSEN, 2020). As principais
caracteristicas do envelhecimento sdo caracterizadas pela existéncia de eventos moleculares que
se desregulam com o avango da idade, e estdo diretamente associados a fenotipos caracteristicos
do envelhecimento celular. Isso significa que o bom funcionamento desses eventos € fundamental
para a viabilidade da célula e a disfungdo que ocorre com a idade leva a danos celulares. A
disfungdo mitocondrial interage com cada uma das nove marcas do envelhecimento, contribuindo
assim para a progressao do processo de envelhecimento. Nesse sentido a disfuncdo mitocondrial
e a instabilidade gendmica tem um encontro direto atraves da mutacdo dos genes DNAmt. Essas

suas mutacdes em sua maioria sdo 10 vezes maiores do que no DNA nuclear, que podem
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acarretar vérias consequéncias relacionadas ao envelhecimento, como por exemplo os danos nos
neuronios, levando ao aumento do risco de doencas neurodegenerativas, como a DA (WANG et
al., 2005). Os danos que levam ao encurtamento dos telémeros, sdo causados por danos no DNA
devido a producdo de EROS, como resultado da disfuncdo mitocondrial, a mitocondrias podem
contribuir diretamente para uma aceleragdo do curto-circuito dos telomeros (LIU et al.,
2002). Outro papel associado a disfuncdo mitocondrial, sdo as alteracfes epigenéticas durante o
envelhecimento, o aumento da producéo de EROs culmina em alteracBes no metiloma, levando a
inducdo de aspectos do processo de envelhecimento epigenético (KIETZMANN et al., 2017).
Evidéncias apontam que tanto a proteostase mitocondrial quanto a citosélica, que podem ter uma
ligacdo via equilibrio translacional mitocitosdlico, e sdo importantes para um envelhecimento
saudavel (MOLENAARS et al., 2020). Sabe-se que existe uma associacdo entre a disfuncéao
mitocondrial e a deteccdo de nutrientes, em resposta a diminuicdo de energia a biogénese
mitocondrial regula o metabolismo energético intracelular. A AMPK é um dos reguladores da
biogénese mitocondrial, a sua ativacdo induz o inicio da mitofagia (EGAN et al., 2011; LAKER
et al., 2017). Estudos indicam que atividades defeituosas do OXPHOS levam a senescéncia
celular, compreendendo assim que a funcdo mitocondrial também desempenha um papel na
senescéncia celular (LEE et al., 2007). Foi visto em camundongos que a disfun¢do mitocondrial
também pode causar a exaustacdo de células tronco, pois a producdo de EROs aumentada em
células-tronco reduz a renovacao das células-tronco, que que foi revertida pelo tratamento com
antioxidantes (JANG; SHARKIS, 2007). Um outro papel importante desempenhado pelas
mitocondrias é na comunicacdo intercelular alterada. Em situacdo de estimulos inflamatorios, as
células secretam sinais para desencadear uma resposta imune. S8o sinais perigosos os padrdes
moleculares associados a danos liberados pelas células em situacdo de estresse, apoptose ou
necrose, pois as mitocodndrias também secretam padrdes moleculares associado a danos que inclui
moléculas como ATP, DNAmt e ROS (MCGUIRE, 2019).

Dados da literatura referentes ao potencial antienvelhecimento da erva mate ainda séo
escassos, no entanto trabalhos utilizando-se de polifendis no contexto do envelhecimento, muitos
dos quais podem ser encontrados na EM podem explicar os beneficios constatados em nosso
estudo. Nesse sentido, os polifendis tém sido repostados por apresentarem beneficios na
modulacéo da funcdo mitocondrial, estudos apontam para as habilidades positivas de compostos

como o resveratrol, no estimulo de mecanismos envolvidos na mitofagia, favorecendo o controle
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de qualidade e depuracdo das mitocndrias, nesse sentido, é demostrado que polifen6is como o
resveratrol tem a capacidade de induzir a expressdo de PGC-/a e do fator de transcricdo
mitocondrial A (mtTFA), estimular a biogénese mitocondrial, além de aumentar a expressao de
proteinas envolvidas no controle da fissdo/fusdo mitocondrial, preservando assim a homeostase
mitocondrial (PENG et al.,, 2016; AUTHOR; FERRARA; JOKSIMOVIC, 2021). Esses
compostos polifendlicos também possuem habilidades antioxidantes, conferindo a estas
moléculas um papel bioldgico muito importante, uma vez que o estresse oxidativo é considerado
um dos principais mediadores de danos mitocondriais e comprometimento da mitofagia que
ocorre durante o envelhecimento (FIVENSON et al., 2017). A eliminagdo eficiente de organelas
ndo funcionais e proteinas agregadas €, portanto, fundamental para evitar o aumento do estresse e
degeneracdo celular. A acéo protetora de antioxidantes, sequestradores de EROs e estimuladores
da mitofagia parecem ser o mecanismo central para a longevidade e reducéo do risco de doencas
degenerativas (ZOLE; RANKA, 2018; BAKULA; SCHEIBYE-KNUDSEN, 2020). Em uma
avaliacdo sobreos efeitos diretos da epicatequina e procianidina B2 nas func¢des mitocondriais, foi
sugerido que os efeitos benéficos da epicatequina e seus derivados podem ser devidos a
modulacdo direta das fungdes mitocondriais, pois os resultados demonstraram o desacoplamento
da oxidacdo da fosforilacdo, a estimulacdo da fosforilagdo em concentragdes mais baixas e a
inibicdo da cadeia respiratéria em concentracbes mais altas, bem como a liberacdo reduzida de
epicatequina do citocromo ¢ das mitocondrias (BERNATONIENE; KOPUSTINSKIENE, 2018).
Outra classe de polifendis encontrados na literatura sdo os &cidos hidroxibenzoicos, e incluem
acido galico e acido elagico. Em um estudo recente, Chang et al. (2021) relataram que os efeitos
do é&cido galico melhoraram as fungBes mitocondriais nos miotubos de células C2C12
favorecendo a ativacdo da SIRT-1, que por sua vez ativa os fatores de transcricdo PGC-/a, NRF1
e mtTFA, favorecendo a promocéo da biogénese mitocondrial. Também foi apontado que o acido
gélico regulou positivamente a biogénese mitocondrial, a fosforilagdo oxidativa, o contetdo de
cadeia pesada de miosina (MyHC), a autofagia e/ou mitofagia e o indice de fuséo e/ou fissdo das
mitocondrias em miotubos C2C12 (CHANG et al., 2021). Um outro composto desta classe, é o
acido elagico, que exerce efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, anticancerigenos,
hipolipidémicos e neuroprotetores (RIOS et al., 2018). Em tecido muscular em ratos contra danos
musculares induzidos por CCL4, o tratamento com acido elagico favoreceu protecéo, reduzindo o

estresse oxidativo e a inflamacéo, e regulou negativamente o malondialdeido, NF-«B, TNF-a e a
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COX-2 e as enzimas antioxidantes reguladas positivamente (catalase e glutationa), juntamente
com o NRF2, além disso, a supressdo do linfoma de células B 2 (bcl-2) e a inducdo da caspase-3
levaram os tecidos danificados a apoptose (ASLAN et al., 2020). Também foi demonstrado que o
acido elegalico melhora a disfuncdo muscular em camundongos desmielinizados induzidos por
cuprizona, favorecendo a protecdo mitocondrial, a prevencdo do estresse oxidativo e a
superexpressdo de Sirt3 (KHODAEI et al., 2019). Entre os varios &cidos hidroxicindmicos, o
acido ferulico (FA), induziu a expressdéo de RNAm de Sirtl, PGC-/a e fator potenciador de
miocitos 2C (Mef2C), esses efeitos foram mediados através da fosforilacdo da AMPK, seguida
pela ativacédo do Sirtl, pois a inibicdo da AMPK ou do Sirt-1 aboliu os efeitos do AF (CHEN et
al., 2019b).

E evidente que a biogénese mitocondrial € um processo importante, visto que as
mitocondrias sdo grande relevancia para a sintese de ATP, e desempenham uma alta demanda
energética da maioria das células. A biogénese mitocondrial regulada por um grande nimero de
co-ativadores e fatores de transcri¢cdo, o PGC-1, uma familia composta por trés membros PGC-
la, PGC-1p e RPC (coativador relacionado ao PGC-1) desempenha um papel regulatorio
fundamental nesse processo, essa familia compartilha caracteristicas estruturais e modos de acao,
bem como a capacidade de regular a biogénese mitocondrial em uma grande variedade de tecidos
e estimulam a atividade dos fatores respiratorios nucleares 1 e 2 (NRF1/2) e dos receptores
nucleares ERRs (receptores relacionados ao estrogénio) que sdo fundamentais fatores envolvidos
no controle da biogénese mitocondrial. Além disso, os co-ativadores pgc-1 regulam a expressao
do fator de transcricdo mitocondrial (mtTFA), que é um fator-chave para regulacdo da replicacao
e transcricdo do DNA mitocondrial. Em nivel pds-translacional a atividade PGC-/a é regulada
por fosforilagdo, metilacdo e acetilagdo. A atividade transcricional é modificada de forma
significativa pela acetilacdo reversivel de PGC-/a, e é controlada principalmente pelo SIRTL,
tanto in vitro quanto in vivo. Diversos polifendis demonstraram a capacidade de ativar SIRT1 in
vitro, e, portanto, sdo investigados como potenciais estimuladores de biogénese mitocondrial
através da ativacdo PGC-/a mediada pela desacetilagio (FERNANDEZ-MARCOS; AUWERX,
2011; Ll etal., 2011; VILLENA, 2015).

Pertencente a familia de histonas desacetilases de classe mamifero Ill, o Sirt-1 é o0 membro
mais estudado das sirtuinas, e esta fortemente associado na vida e longevidade. O Sirt-1 tem sido

atribuido a um papel fundamental no controle metabolico e na biogénese mitocondrial, e parece
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ser importante para o volume de negocios de mitocondrias defeituosas pela mitofagia (TANG,
2016). A fosforilacdo da proteina Pgc-la por Ampk tem como resultado o aumento da sua
estabilidade bem como sua atividade. Atraves da fosforilagcdo a Ampk, melhora a atividade de
Pgc-la e atua indiretamente para melhorar a atividade de Pgc-1a através do Sirt-1 em resposta
aos niveis de NAD + aumentados e a niveis de energia baixa, em periodos de jejum ou
exercicio fisico. Para que a desacetilacdo pelo Sirt-1 aconteca a fosforilacdo de Pgc-la pela
Ampk é uma etapa necessaria, uma vez que a proteina Pgc-/a ndo possui sitios de fosforilacédo
para Ampk, ela ndo é desacetilada pelo Sirt-1. Desse modo, a fosforilacdo e acetilacdo podem
funcionar sequencialmente para ativar o Pgc-1a favorecendo o aumento da transcricdo dos
genes alvo responsaveis pela regulacdo da funcdo mitocondrial no musculo esquelético
(STOHS; BADMAEYV, 2016; TANG, 2016; DOS SANTOS et al., 2018a, 2018b).

Os dados obtidos neste trabalho indicam que a EM modulou a expressdo de UCP3,
favorecendo a termogénese, favoreceu a manutencdo do peso do tecido muscular, o que auxilia
na prevencédo de danos causados pela perda de massa muscular pelo processo de envelhecimento.
Em estudos ja publicados por nosso grupo foi demonstrado que o tratamento com EM favoreceu
a termogénese atraves da ativacdo de UCP3 em musculo esquelético e tecido adiposo marrom,
culminando na reducdo de peso em animais obesos, porém ainda ndo se tem trabalhos
relacionando a atividade em envelhecimento (DOS SANTOS et al., 2018a). UCP1, UCP2 e
UCP3 (homélogos da proteina de desacoplamento 1) sdo capazes de desacoplar a producédo de
ATP da respiracdo mitocondrial, favorecendo a dissipacdo da energia como calor e afeta a
eficiéncia do metabolismo energético. A UCP1, desempenha um papel importante na
termogénese adaptativa, quanto a UCP2 e a UCP3, elas ndo tém um papel primario na regulacédo
do metabolismo energético. Sabe-se que a UCP2, é expressa em uma ampla variedade de tecidos,
incluindo tecido adiposo branco, musculo esquelético e tecidos do sistema imunoldgico, e é
sugerida para afetar a producdo de espécies reativas de oxigénio. A UCP3, é expressa
predominantemente no musculo esquelético e tem sido associada ao metabolismo energético de
todo o corpo, porém acredita-se que a principal funcdo da UCP3 ndo é a regulacdo do
metabolismo energético. Por exemplo, em situagdo de jejum, que é uma condi¢do que atenua o
gasto energético, a expressao da UCP3 é regulada positivamente, além disso, os camundongos
knockout UCP3 tém uma taxa metabolica normal, nesse sentido a fungdo exata da UCP3,

portanto, continua a ser explorada, porem os papéis associados a UCP3 incluem o envolvimento
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na regulacdo das EROs, no transporte de &cidos graxos mitocondriais e na regulacdo do
metabolismo da glicose no musculo esquelético (SCHRAUWEN; HESSELINK, 2002).

Outro dado interessante encontrado nesse estudo com a suplementacdo da EM foi o
aumento da expressdo de CREB, PAX7, Six1, e Myf5, esses alvos estao relacionados a modulagéo
mecanismos de reparo e regeneracdo muscular que podem ser alteradas na sarcopenia devido ao
envelhecimento, ocasionando em perdas de fung¢des importantes para a manutencdo da qualidade
do tecido muscular (CORNELISON; WOLD, 1997; STEWART et al.,, 2011; NORD;
SKALMAN; VON HOFSTEN, 2013; KIM et al., 2017; MANCINELLI et al., 2021b). Em estado
quiescente as células musculares adultas expressam Pax7, em condi¢fes de lesdo favorecem a
ativacdo da expressdo de Myf5 e/ou MyoD. Apds a ativacdo das células satélites, novamente
entram no ciclo celular e se comprometem com a linhagem muscular. Apds as etapas de
proliferacdo, os mioblatos passam pela diferenciacdo e fundem um ao outro para formar novos
miotubos ou se fundem as fibras danificadas pré-existentes. Durante o processo de reparagdo da

miofibra, a piscina de células satélites quiescentes é renovada. MyoD € apontado com um alvo

transcricional direto do gene Mef2c, através de um promotor especifico do musculo esquelético
(CORNELISON; WOLD, 1997; WANG et al., 2001; DODOU; XU; BLACK, 2003; YIN;
PRICE; RUDNICKI, 2013). A regeneracdo do musculo esquelético adulto pode ser promovida
pela ativacdo de células satélites, e novos estudos mostraram que o Six1 (gene sine oculis
homeobox 1, um homdlogo do gene Drosophilas ineoculis (So), pertence a familia dos genes Six)
é claramente expresso em células satélites ativadas, sugerindo que que Six1 ndo s6 desempenha
um papel importante na biogénese esquelética embrionaria, como também na regeneracdo
muscular adulta (LE GRAND et al., 2012; LIU et al., 2013; NORD; SKALMAN; VON
HOFSTEN, 2013). O desenvolvimento do musculo esquelético regulado por Six1 é o resultado da
ativacdo da miogenina e da expressdo de Myf5 mediados pela ligacdo aos sitios MEF3 nos
promotores desses genes (SPITZ et al., 1998; GIORDANI et al., 2007). Foi reportado que a
ativacdo da miogenina € mais propicia a ligacdo do fator de transcricdo Six1 e Mef2 e depende de
um promotor desmetilado (PALACIOS et al., 2010). Além disso, foi demostrado que o Six1l
favorece a regeneracdo do musculo adulto, aumentando e mantendo a expressdo do MyoD nas

células satélites musculares adultas (L1U et al., 2013).
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Alguns &cidos fendlicos representativos foram relatados por exercer efeitos benéficos nos
masculos, favorecendo seu crescimento e evitando danos que cause desperdicio, desse modo
contribuindo para melhora da qualidade mitocondrial e prevenindo a inflamagdo e estresse
oxidativo (SAIBABU et al., 2015). Foi visto em modelo in vitro que o acido galico (GA) em
combinacdo com epicatequina (EC) e epigalocatequina (EGC) aumentou a diferenciagéo
muscular ao induzir os fatores reguladores miogénicos: miogenina, Myf5 e MyoD nos miotubos
C2C12 (HONG et al., 2020). O ECG e 0 EGCG podem favorecer a ativacdao das celulas-tronco
musculares estimulando sua diferenciacdo, promovendo o aumento da expressdo do determinante
miogénico (Myf5), favorecendo a regeneracdo muscular. Além disso, 0 EGCG pode favorecer o
retardamento da taxa de degradacdo de proteinas causada pela atrofia muscular, e levar ao
aumento da expressdo de fatores anabolicos e promover a area transversal das fibras musculares
(LI et al., 2019). A EC, aumentou a regeneracdo muscular no masculo distréfico muscular de
Becker regulando positivamente Myf5, MyoD, miogenina, Mef2a e folistatina e regulou
negativamente a miostatina além de atuar como bioenergética mitocondrial, promovendo a
biogénese mitocondrial atraves da PGC1-a (MCDONALD et al., 2021). Em modelo in vitro com
células C2C12, o tratamento com EC aumentou o crescimento do miotubo e favoreceu a
biogénese mitocondrial, ativando os fatores de transcricdo Nrf2, mtTFA (MORENO-ULLOA et
al., 2018). A EC também favoreceu o aumento a diferenciagdo miogénica através da ativacao das
vias de sinalizagdo pro-miogénica p38MAPK e Akt, além disso, aumentou a atividade da MyoD,
favoreceu a conversdo miogénica e diferenciacao de fibroblastos (LEE et al., 2017). Pertencente a
classe dos flavonadis, as catequinas, induziram fator de transcricdo Myf5 em células satélites via
fosforilacdo Akt, e em células C2C12 favoreceu a diferenciagdo miogénica induzindo o0s
marcadores miogénicos miogenina e creatina quinase muscular para regeneracdo muscular. E
nesse mesmo, que foi realizado utilizando modelo de camundongos, ap6s o tratamento com
EGCG, foi relatado o aumento do tamanho da fibra e regeneracdo muscular (KIM et al., 2017).
Em um modelo agudo de dano muscular esquelético agudo que resulta em ruptura da
fibra, estresse oxidativo e inflamacéo, foram investigados as contribuicdes especificas de células
para o processo de regeneragdo apos danos induzidos por contusdo em musculo gastrocnémio de
ratos Wistar, que foram tratados com administracdo cronica de oligbmero proantocianidolico,
derivado de semente de uva, e foram avaliadas as respostas imunes e das celulas satélites, bem

como a capacidade de absorcao de radicais de oxigénio e a regeneracdo muscular, o tratamento
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resultou em uma resposta rapida de células satélites com um pico mais precoce de ativacéo de
Pax7 (MYBURGH; KRUGER; SMITH, 2012). Em um estudo, Qi et al., (2017), descreveu que
os polifendis do cha (TPs), flavonoides vegetais naturais encontrados nas folhas da planta do ch4,
sdo capazes de modular a translocacdo nuclear de Nrf2 e a via de sinalizacdo TrkB/CREB/bDNF
provocando a via PI3K/AKT e, portanto, regulam transcricionalmente a expressao a jusante de
enzimas antioxidantes, incluindo bDNF no tecido cerebral de camundongos, sugerindo que 0s
TPs possuem efeitos protetores contra 0 comprometimento cognitivo desencadeado pelo estresse
oxidativo (Ql et al., 2017).

E observado que a regulacio génica responsavel sintese de musculos em organismos
vertebrados é mediada pela a¢do da familia do fator regulador miogénico (MRF) fatores
determinantes de MyoD e Myf5 que sdo importantes para os fatores de determinacdo miogénica e
auxiliam no controle do destino da proliferacdo e diferenciacdo celular das células derivadas de
células precursoras miogénicas (TAPSCOTT, 2005). CREB desempenha um papel-chave no
processo de diferenciacdo das células progenitoras do musculo esquelético adulto, e quando
ocorre a sinalizacdo de tecidos esqueléticos danificados induz a fosfoliracio do CREB,
sinalizando tanto para células precursoras miogénicas quanto para miofibras. Uma hipdtese que
poderia explicar o resultado ndo significativo de MyoD, seria a interacdo de alguma outra via. Ha
indicios de que pode haver uma interacdo entre CREB e MyoD pela interferéncia em sua
dimerizacdo que pode ser induzida por sua transativacdo (CHEN; GINTY; FAN, 2004; KIM;
XIONG; MEI, 2005; STEWART et al.,, 2011). As proteinas Mef2 sdo reportadas como
reguladores essenciais da transcricdo especifica do mdsculo esquelético e contribuem para a
diferenciacdo miogénica 1 (MyoD1) e a outros fatores miogénicos, esses fatores de transcri¢éo
sdo fundamentais para a diferenciacdo, adaptacéo e regeneracdo (PIASECKA et al., 2021).

No tratamento com EM também pode-se observar o aumento de expressdo de genes
pertencentes a familia de ligantes TGF-f, ALK-4, GDF-8, e ActRIIB. O GDF8, pertencente a
familia de ligantes TGF-# é apontado como um regulador negativo do crescimento muscular
esquelético, pois foi visto que a inibicdo da miostatina pode melhorar o crescimento muscular

esquelético. A via de sinalizacdo TGF-£, uma superfamilia fator de crescimento transformador,

desempenha um papel integral na manutencdo da homeostase muscular esquelética. Esses

ligantes podem sinalizar através do receptor de ativacéo tipo 11B (ActRIIB), que combina com os
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receptores tipo | activin-like quinase 4 (ALK4) ou ALKS5 para ativar sinalizagdo de Smad2/3 e
inibir o crescimento muscular. O ActRIIB-Fc (proteina de fusdo homodimerica) foi anteriormente
mostrada para sequestrar ligantes superfamilias TGF-f para reduzir a ativacdo do Smad2 e 3 e
aumentar a massa muscular (LI et al., 2021; SEMBA et al., 2019). Em um estudo realizado em
pacientes criticos de UTI, Grunow et al., (2022), acredita que provavelmente a miostatina ndo é
um dos principais impulsionadores da fraqueza muscular, atrofia muscular, resisténcia a insulina
ou alteracOes eletrofisiologicas, que foram observadas durante a doenca critica. A inibicdo
terapéutica da miostatina para melhorar a qualidade muscular a fim de prevenir ou tratar a
fraqueza muscular, atrofia muscular ou resisténcia a insulina durante a doenca critica ndo parece
ter uma ldgica fisiopatoldgica robusta (GRUNOW et al., 2022). O Magnolol é outro composto
importante na classe lignana, e faz parte dos polifenois, que é extraido de Magnolia officinalis
(LIN et al.,, 2021). Em um estudo realizado em camundongos sarcopénicos induzidos por
cisplatina, foi visto que o Magnolol atenuou significativamente o peso corporal e a perda de peso
muscular, o didmetro do musculo foi melhorado pelo tratamento com magnolol, além disso,
aumentou a expressdo do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), levando ao
aumento dos macréfagos M2c, que sdo descritos por estimularem a formacdo de miotubos
expressando altos niveis de IGF-1 e citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF-$ (LEE et
al., 2020). Em modelo in vitro, o tratamento com magnolol atenuou a atrofia do miotubo nos
miotubos caquéticos C2C12, promovendo a sintese proteica e diminuindo a degradacédo proteica
mediada pela ubiquitina-ligase, nesse sentido a expressdo de miostatina e a fosforilacdo de
SMAD2/3 foram diminuidas, enquanto a fosforilacdo de Foxo3a, além disso, a expressdo de
MyHC, MyoG e MyoD foi regulada positivamente pela ativacdo da via regulada por Akt/mTOR
(GE et al., 2020).

A EM promoveu o aumento da expressdao de bDNF, ACTN3 e NFATc1, favorecendo o
aumento de forca muscular, como também pode ser observado através do conforme através do
teste de forca. Sabe-se que a sarcopenia se configura pela reducdo da forca muscular como
resultado da perda de massa muscular durante o proceso de envelhecimento, que culmina na
dificuldade de marcha, incapacidade de realizar as atividades diarias, predis pde o individuo a
depressédo e risco de norte (CRUZ-JENTOFT et al., 2010; LARSSON et al., 2019c). Entre os
varios acidos hidroxicinamicos, o acido ferulico (FA), o acido clorogénico e o acido cafeico tém

efeitos positivos no musculo (CHEN et al., 2019c). Um trabalho recente realizado em modelo
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animal apontou que fator neurotrofico derivado do cérebro (bDNF) e membro da familia
mioquina, pode ter influencia na diferenciagdo, plasticidade e sobrevivéncia dos neurdnios
centrais, e de modo semelhante pode afetar o desenvolvimento do sistema neuromuscular. A
exclusdo do bDNF pode promover a reducdo do volume da placa final do motor sempre judicar a
integridade da juncdo neuromuscular. Desse modo acredita-se que as alteragdes causadas por
essaexclusdo podem estar associadas estdo associadas a uma lentiddo na funcdo muscular,
aumentando a resisténcia a fadiga induzida pela contragcdo. Ja na superexpressao de bDNF
favorece um rapido programa genético do tipo musculo, elevando o numero de fibras glicoliticas
(DELEZIE et al., 2019). ACTN3 (alpha-actina 3), um gene de fungéo estrutural, forma uma parte
integrante da linha Z do sarcémero em fibras de contracdo rapida e ajuda na coordenacdo de
contracdes de miofibras (PRATT et al., 2019). A regulacdo de NFATc1 é essencial na expressao
génica especifica do tipo de fibra e da troca de fibras em resposta ao exercicio e estabelecem o
NFATcl como um inibidor da expressdo de MyoD, um estudo apontou que a transativagao
dependente de MyoD foi fortemente reprimida pelo NFATc1l, mas ndo por outros fatores de
transcricdo da mesma familia, sugerindo um papel especifico para NFATcl nainibicdo da
transativacdo de MyoD (EHLERS; CELONA; BLACK, 2014). Em estudos realizados em atletas
pode se observar que o tratamento com reverastrol sugerem reduzir a dor muscular, aumentar o
desempenho do exercicio e diminuir os indicadores de danos musculares causados pelo exercicio
pliométrico, que é um método de treinamento eficaz para aumentar a massa muscular e a forca,
nesse sentido em condi¢des excessivas ou inadequadas podem causar danos musculares induzidos
pelo exercicio. Portanto, exercicios pliométricos combinados com suplementacdo adequada de
resveratrol podem ser um candidato eficaz para controlar os danos musculares, melhorar a
adaptacdo fisica e recuperar a capacidade anaerdbica (HUANG et al., 2021). Foi visto em
camundongos caquéticos que a curcumina e o resveratrol provocaram efeitos benéficos nos
fendtipos musculares dos membros de contragdo répida e lenta através da ativacdo da sirtuina-1,
atenuacdo das vias de sinalizacdo da atrofia e protedlise em camundongos caquéticos com cancer
(PENEDO-VAZQUEZ et al., 2021). O resveratrol impediu a perda de massa e atrofia de fibras
em um modelo de atrofia muscular induzida por denervacdo, suprimindo o acUmulo das
ubiquitina ligases atrogin-1 e p62 nas fibras musculares, a p62/SQSTM1 é um marcador do
defeito funcional que sinaliza a autofagia-lisossomo, e é regulado positivamente durante a atrofia
(NIKAWA; ULLA; SAKAKIBARA, 2021). Ja em ratos idosos, que foram suspensos nos



69

membros posteriores, o tratamento com resveratrol ndo impediu a perda de peso corporal ou
muscular; no entanto, induziu alteracbes favordveis na area transversal reduzida das fibras
musculares tipo 1A e IIB e atenuou a sinalizacdo apoptética durante a recarga seguida de
descarga (BENNETT; MOHAMED; ALWAY, 2013). Desse modo, acredita-se que pode ser
modestamente benéfico para pacientes com sarcopenia, nos quais as fibras do tipo Il séo
preferencialmente atrofiada, e além disso em outro modelo de atrofia muscular em desuso, o
reverastrol preservou a massa muscular soleo, a contracdo maxima da forca e a capacidade

mitocondrial e aumentou o teor de proteina de Sirt-1 e COX-IV no masculo séleo, com supressdo

do estresse oxidativo (MOMKEN et al., 2011).

Com os dados obtidos neste estudo, pode-se observar que a disfuncdo mitocondrial
favorece a atrofia muscular e através das interacfes com os marcadores do envelhecimento como
ja mencionados neste tratabalho, como as alteracGes epigenéticas, que favorecem o aumento da
producdo de ERQOS, reducédo da biogénese mitocondrial pela disfuncédo na deteccao de nutrientes,
atividades defeituosas na OXPHOS como resultado da senescencia, bem como aumento na
resposta inflamatdria debido a alteracdo na comunicacdo celular, que favorecem as alteracdes
moleculares culminando na degradacdo do tecido muscular, através da ineficiencia dos
mecanismos de reparo muscular, e a perda drastica de forca. Nesse sentido, o tratamento com
EM, promoveu a biogénese mitocondrial, favorecendo os mecanismos de crescimento, reparo e
forca muscular através da modulacdo de alvos moleculares importantes nesteprocesso, se
mostrando uma estratégia promissora como estratégia antienvelhecimento e favorecendo a

prevencdo da sarcopenia.
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6. CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos pode se observar que o tratamento com Erva Mate:

Favoreceu a manutencéo do peso corporal;

Promoveu melhorias na composicao corporal através da reducéo dos depositos de gordura;
Promoveu o aumento de forca muscular avaliado pelo Rope Grip Test;

Promoveu a Biogénese Mitocondrial através ao aumento da expressdo de DNAmt, e de genes
como NRF1, NRF2, mtTFA; Sirt 1; Ampk2 e UCP3 no musculo esquelético;

Promove a ativacdo de mecanismos de reparo e regeneracdo mediados pelo aumento da
expressao de CREB, PAX7, SIX1, Myf5 no musculo esquelético;

Promove a ativacdo de mecanismos de crescimento e diferenciagdo mediados pelo aumento
da expressdo de GDF8, TGFb, ACTR IIB no musculo esquelético;

Ativa mecanismos de troca de fibras mediados pelo aumento da expressdo de bDNF e
NFATCZ;

Induz a ativagdo de mecanismos de contragdo muscular mediado por ACTN3 e pelo
mecanismo de comunicag&o celular mediado por ALKA4.
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