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APOPTOSE E EXERCICIO FiSICO: EFEITOS SOBRE
O MUSCULO ESQUELETICO

APOPTOSIS AND PHYSICAL EXERCISE: EFFECTS
ON SKELETAL MUSCLE

RESUMO

Esta breve revisao ira discutir uma nova e excitante area em ciéncias do exercicio, conhecida como o papel da
apoptose ou morte celular programada no exercicio. A morte celular por apoptose difere morfolégica e bioquimicamente
da morte celular por necrose, embora ambas parecem ocorrer apos o exercicio. A ocorréncia de apoptose acelerada tem
sido relatada em uma grande variedade de doengas, tais como a AIDS e o mal de Alzheimer, bem como em problemas
cardiacos relacionados com o envelhecimento. Por outro lado, falhas ao ativar essa regulagdo genética de morte celular pode
resultar em cancer e em certas infecgdes virais. Aqui sera discutido o fendmeno da apoptose, na musculatura esquelética,
relacionado com o exercicio fisico, assim como a interagao com a proteina HSP70. No&s especulamos que a apoptose
induzida pelo exercicio € um processo regulatério normal, que se torna util no sentido de remover certas células lesadas
com auséncia de resposta inflamatdria pronunciada, otimizando, assim, as fun¢des do organismo.
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ABSTRACT

This brief review will discuss an exciting new area in exercise science, namely the role of apoptosis programmed
cell death in exercise. Apoptotic cell death differs morphologically and biochemically from necrotic cell death, although
both appear to occur after exercise. Accelerated apoptosis has been documented to occur in a variety of disease states,
such as AIDS and Alzheimer’s disease, as well as in the aging heart. In striking contrast, failure to activate this genetically
regulated cell death may result in cancer and certain viral infections. Here, the apoptosis phenomenon will be discussed,
as it occurs in skeletal muscle, and its relation to physical exercise, as well as the interaction with the HSP70 protein. We
speculate that exercise-induced apoptosis is a normal regulatory process that serves to remove certain damaged cells
without a pronounced inflammatory response, thus ensuring optimal organism function.
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INTRODUGCAO

A apoptose, uma forma de morte celular altamente
regulada, é caracterizada por eventos morfoldgicos,
bioquimicos e moleculares especificos'. E essencial
para o desenvolvimento normal de organismos
multicelulares? e esta envolvida no turnover celular
em tecidos adultos saudaveis®. A apoptose também
desempenha um papel critico na remogéao de células
indesejaveis e potencialmente perigosas, tais como
as células tumorais* e células infectadas por virus®.
Desordens como o cancer, AIDS, doenca de Alzheimer
e artrites reumatodides sdo provavelmente, pelo menos
em parte, resultantes de uma regulagao ineficiente
da apoptose?. Nos ultimos anos, a apoptose tem
despertado o interesse de muitos cientistas do exercicio
porque, juntamente com a morte celular por necrose,
evidéncias indicam que a morte celular por apoptose
também ocorre com o exercicio.

Ha diferencas especificas entre morte celular por
necrose e por apoptose que podem ser observadas e
mensuradas. Necrose ocorre quando a célula sofre injuria
letal e € caracterizada por inchamento, ruptura da célula e
inflamacao. Esse tipo de injuria € tipicamente observado
com exercicio excéntrico e € caracterizado pelo atraso
no inicio dos estimulos/respostas musculares?. Apoptose,
no entanto, € um fendmeno normal, geneticamente
controlado e caracterizado pelo encolhimento da célula,
invaginagéo e ruptura da membrana e condensacao da
cromatina. Além disso, a ativagdo de endonucleases e das
caspases resulta em irreversibilidade da fragmentagéo
do DNA com consequente fragmentagao da célula
em corpos apoptéticos. Estes corpos apoptdticos sao
fagocitados, subsequentemente, pelas células vizinhas ou
por macréfagos®’. Um marcador freqlientemente utilizado
para se determinar a apoptose é a fragmentacao de DNA
em particulas de oligonucleossomos de aproximadamente
180 pares de bases, as quais formam uma “escada” de
DNA sob o gel de eletroforese. O entendimento das
diferencas existentes entre apoptose e necrose pode
gerar possiveis intervencgdes terapéuticas, com o intuito
de reduzir a morte celular excessiva por apoptose.

Uma variedade de sinais internos e externos
regulam a expressao de genes que controlam o inicio
da apoptose?8°. Internamente, genes expressam
proteinas que iniciam a apoptose (ie., Bax, Faz, p53,
etc.) e proteinas que inibem a mesma (Bcl-2, Bcl-XL),
e o resultado para a célula (morte ou sobrevivéncia)
depende da razéo entre os genes expressados. Por
exemplo, niveis elevados de Bcl-2 em relagéo a Bax
promovem sobrevivéncia, enquanto que a razao
inversa promove morte''. Estes genes expressam suas
proteinas especificas no nucleo (p53), mitocondria (Bcl-
2, Bcl-,, e Bax) e em outras organelas subcelulares.

O exercicio extenuante intervém em varios fatores,
0s quais podem alterar a apoptose em varios tecidos.
Atualmente ha evidéncia de que a apoptose, induzida
pelo exercicio, ocorre em linfocitos e musculatura
esquelética. Por exemplo, glicocorticéides, inibicdo
do fator de crescimento, espécies reativas de oxigénio
(EROs), aumento intracelular dos niveis de Ca?* e fator

de necrose tumoral (TNF) s&o alguns sinais que podem
induzir apoptose?8°. Alguns desses fatores originam-
se do ambiente extracelular (glicocorticoides, TNF) e
interagem com proteinas intra ou extracelulares que
podem disparar o sinal de morte celular. Aumentos
na secrecgao de glicocorticoide, nas concentragdes de
calcio intracelular e na produgdo de EROs tém sido
observados durante exercicio extenuante, mostrando
assim, grande potencial para induzir apoptose®'?'4,

Embora o mecanismo exato pelo qual a apoptose
ocorre ndo esteja totalmente elucidado e que o mesmo
pode diferir dependendo do tipo de célula ou estimulo,
evidéncias sugerem que a mitocdndria desempenha um
papel chave na regulagao da apoptose em vertebrados
(ver Figura 1). Aumento da produgao de agentes
oxidantes na mitocéndria de musculo esquelético,
durante exercicio agudo, tem sido observado e esta
intimamente relacionado com danos ao DNA e as
proteinas'®'*. Quantidades significativas de DNA
danificado poderiam alterar a expressao de proteinas
anti- e pré-apoptoticas e iniciar o processo de apoptose.
Além disso, outros fatores, tais como a producao de
oxidantes e o decréscimo dos niveis de glutationa,
podem estimular a mitocéndria a liberar proteinas
ativadoras de caspase, tais como a citocromo-c e o
fator de indugcéo de apoptose (AlIF). A liberacdo de
citocromo-c pela mitocéndria para o citosol € um dos
primeiros sinais da via de sinalizagdo da apoptose.
Citocromo-c citosélico ligar-se-a ao fator de ativagéo
da apoptose protease-dependente (Apaf-1) e ao ATP.
Esse complexo é capaz de ativar a caspase-9, a qual
€ responsavel pelo inicio da cascata proteolitica de
eventos, resultando assim em apoptose®.

Nos iremos revisar a fibra muscular esquelética,
que parece ser susceptivel a apoptose durante o
exercicio, e 0s mecanismos apoptoéticos potencialmente
envolvidos. Nos iremos também examinar se o exercicio
cronico (treinamento) pode prevenir a perda celular.
Para além disso, nos iremos fornecer informagdes para
futuras investigacdes para essa nova area pertencente
a fisiologia do exercicio, as quais podem resultar em
consideraveis implicagdes sobre a saude e doenca. Por
exemplo, descobrindo-se os mecanismos pelos quais a
perda celular via apoptose, devido ao envelhecimento,
ocorre, a mesma pode ser diminuida pelo treinamento
fisico e poderia ter implicacdes sobre as doencgas
caracterizadas pela atrofia, tanto do musculo cardiaco
como da musculatura esquelética, nessa populagao.

Musculo esquelético e apoptose induzida pelo
exercicio

A atividade fisica prolongada pode causar
danos ao musculo esquelético, com a atividade
excéntrica (contragcdes seguidas de alongamento)
sendo mais danosa em relagéo a atividade isométrica®.
Anteriormente acreditava-se que o dano era devido,
principalmente, aos processos inflamatorios e necréticos,
mas evidéncias indicaram papel importante da apoptose
em fibras musculares adultas durante e apos exercicio
excéntrico'018-20,

Usando gel de eletroforese, observou-se
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fragmentagdo do DNA em musculos de camundongos
deficientes em distrofina (mdx) 48 horas ap6s uma noite
de corrida espontanea em roda de atividade'2°. Além
disso, ubiquitinagado mionuclear (degradacao proteica)
aumentou tanto em camundongos corredores normais
como em camundongos mdx, quando comparados
aos animais sedentarios. Ubiquitina, uma proteina de
estresse elevadamente conservada, € encontrada em
todas as células eucaridticas. Ela pode se ligar a varias
proteinas celulares. Tal ocorréncia significa, para a
célula, que essas proteinas devem ser degradadas.
Sandri et al."® encontraram decréscimo nos niveis de
Bcl-2 em camundongos mdx apds o exercicio. Baixos
niveis dessa proteina mitocondrial anti-apoptotica
podem, parcialmente, explicar a grande incidéncia de
apoptose apods o exercicio agudo.

Apoptose também ocorre em musculos de
camundongos normais, ap0s exercicio, como

evidenciada através, principalmente, de microscopia
eletrbnica para detectar caracteristicas morfoldgicas de
nucleos apoptéticos, TUNEL e eletroforese (gel) para
detectar fragmentagdo do DNA'"'8 Western blotting
de pro- e anti-proteinas apoptéticas mostrou niveis
decrescidos de Bcl-2 em relagao a Bax, imediatamente
apos o exercicio, no entanto, a razao foi revertida apos
96 horas do fim do exercicio'. Essencialmente, isso
pode promover morte celular imediatamente apés o
exercicio, enquanto que a promog¢ao da sobrevivéncia
celular pode ocorrer 4 dias mais tarde.

Embora permaneca indefinido como e por que a
apoptose é induzida na fibra muscular adulta apés o
exercicio, ha varias hipoéteses plausiveis que requerem
investigagdes futuras. Uma dessas hipoteses € que
durante o exercicio, com o metabolismo muscular
aumentado em relagédo ao basal, ha um aumento da
producéo das EROs. Quantidades significativas de
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Figura 1. Apoptose e exercicio: esquema simplificado sobre os possiveis sinais de apoptose ocorridos apds o exercicio.
Exercicio causa aumento na produgéo de agentes oxidantes através da cadeia de transporte de elétrons (CTE) ou através
da elevagdo da concentragdo de Ca?*. Agentes oxidantes, ou fatores ainda desconhecidos, poderiam ter impacto direto
sobre os niveis de glutationa (GSH), ATP, NADH e sobre os danos oxidativos ao DNA. Outros fatores, tais como o fator
de necrose tumoral e os glicocorticoides, podem ter agdes similares ou operar por diferentes mecanismos que induzem
a morte celular. Todos esses fatores podem afetar as proteinas mitocondriais, tais como Bcl-2, Bcl-,, e Bax (proteinas
de check point para a morte celular) e levar ao aumento da liberagdo de citocromo-c a partir da mitocondria. A liberagéo
de citocromo-c ou, outras vias de sinalizagao ainda desconhecidas, podem ativar as caspases, resultando em apoptose
(morte celular programada). Outras proteinas liberadas a partir do espago intermembrana da mitocondria podem ser
caspase-independente e translocarem-se para o nucleo, causando fragmentagdo do DNA em grande escala. Sinais e
proteinas responsaveis pela apoptose podem variar entre os diferentes tipos de células e podem, também, originarem-se
a partir do espago extra celular e do nucleo (Adaptada de Phaneuf e Leeuwenburgh').
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agentes oxidantes podem produzir danos ao DNA e
desse modo, diretamente, induzir apoptose. Fibras
do tipo |, as quais sao predominantemente oxidativas,
podem ser oprimidas pela quantidade de EROs
produzidas e podem nao ser capazes de efetivamente
neutraliza-las. Além disso, o estresse do exercicio
eleva os niveis de catecolaminas, as quais promovem
a indugao da apoptose. O aumento das EROs e dos
glicocorticdides, como resultado do exercicio, poderiam
entao sinalizar a célula para submeter-se a apoptose.
Evidéncia adicional em favor desta hipotese é que o
treinamento, o qual tem sido capaz de sobre-regular
certas enzimas antioxidantes?'2 atenua, parcialmente,
a perda de mionucleo da musculatura esquelética apds
suspensado dos membros traseiros de animais?*. Esse
importante estudo realizado por Allen et al.?* também
relatou que o GH e o IGF-1, agindo isoladamente ou
combinados com o treinamento fisico, preveniram a
perda de mionucleos apds suspensdo dos membros
traseiros. Devido ao fato de as fibras musculares
serem multinucleadas, elas podem diferir em sua
resposta apoptotica se comparadas com células
mononucleadas.

Para além dessas informagdes, a inatividade da
musculatura esquelética devido a insuficiéncia cardiaca
cronica poderia influenciar, potencialmente, a apoptose.
Nesse sentido, uma interessante pesquisa mostrou
que a apoptose ocorre nos miocitos da musculatura
esquelética em cerca de 50% dos pacientes acometidos
por insuficiéncia cardiaca crénica, possivelmente devido
a inatividade?®. De maneira importante e consideravel,
pacientes que apresentaram miocitos da musculatura
esquelética positivos para apoptose exibiram, como
consequéncia, baixos niveis de VO, . e expressdes
de Bcl-2 diminuidas, quando comparados com bidpsias
de sujeitos saudaveis. Os mecanismos pelos quais
a apoptose é induzida na musculatura esquelética,
submetida ao exercicio e/ou a inatividade, ainda néao
foram totalmente elucidados, e é importante notar que
eles parecem atuar de maneira diferente para cada
situacao.

A possibilidade de que a produgao mitocondrial
de agentes oxidantes durante o exercicio exerce um
efeito direto sobre a apoptose ainda nao foi, na sua
totalidade, investigada. Parece ser muito plausivel que
disturbios na homeostase mitocondrial, isto €, danos
ao DNA, lesdo na membrana mitocondrial interna
e aumento na concentracdo de calcio, poderiam,
eventualmente, resultar na liberagdo de fatores proé-
apoptéticos, tais como a citocromo-c, a partir do espago
intermembrana. Entretanto, um importante estudo
mostrou que o citosol da musculatura esquelética
humana n&o possui a capacidade de ativar caspases
tipo Il mediadas pela via da citocromo-c?¢. Fator de
ativagcao da apoptose protease-dependente (Apaf-1)
também néo foi detectado na musculatura esquelética
de humanos nesse mesmo estudo. Essas informagdes
sugerem que a apoptose da musculatura esquelética
humana pode ndo operar via mecanismo mitocondrial.
No entanto, nesse estudo?®, as bidpsias da musculatura
esquelética foram realizadas em seres humanos na

condicao de repouso e ndo em individuos submetidos
ao exercicio fisico agudo. Nesse sentido, o exercicio
poderia ativar uma variedade de proteinas necessarias
para a completa ativagcdo das caspases.

Cai et al.?’observaram o efeito do exercicio
(esteira rolante) realizado em diferentes intensidades
(leve, moderada e exaustiva), sob o ponto de vista
das alteracoes relacionadas a apoptose, no musculo
gastrocnémio de ratos. Esses autores verificaram
que a apoptose foi observada somente nos musculos
dos animais submetidos as intensidades moderada e
intensa, alcangando os niveis mais elevados, apods a
realizagdo do exercicio, apenas no grupo de animais
que efetuou exercicio intenso. O indice de apoptose,
ainda nesse mesmo estudo, continuou se elevando
até o 1° e 3° dia apds o término do exercicio no grupo
moderado e exaustivo, respectivamente. Os autores
desse estudo preconizam que o exercicio pode evocar
a apoptose e acelerar a depuracgéo celular por esse
mecanismo, e o desequilibrio entre esses dois eventos
durante o exercicio pode contribuir para a injuria da
musculatura esquelética.

Em outro estudo, Siu et al.?® investigaram o efeito
da atividade fisica moderada e regular sobre a extensao
da apoptose em musculo séleo de ratos submetidos
ou nao ao treinamento em esteira rolante, durante 8
semanas (5 dias/semana). Os autores desse estudo
observaram, no musculo séleo dos animais treinados
em relagéo aos sedentarios, os seguintes resultados:
a) aumento da expressao de Bcl-2; b) diminuigdo da
expressao de Apaf-1 e c) diminuigdo dos niveis de
mRNA/Bax. Tais achados sugerem que o treinamento
fisico, realizado de maneira moderada, pode atenuar
a extensao da apoptose na musculatura esquelética
de ratos.

Em sintese, a apoptose tem sido observada na
musculatura apds o exercicio, 0 mecanismo preciso
pelo qual ela acontece ainda é desconhecido e
ainda nao esta totalmente elucidada a idéia de que
as fibras musculares sdo, com absoluta certeza,
completamente perdidas através do processo apoptético
ou se sdo apenas temporariamente “marcadas” com as
caracteristicas desse fendbmeno.

HSP70, apoptose e exercicio

HSPs (proteinas de choque térmico) sdo um
grupo de proteinas extremamente induzidas por
uma variedade de estresses, incluindo hipertermia,
disturbios no pH e estresse oxidativo. Ha grande
evidéncia, mostrando que as HSPs desempenham um
papel importante na manutengao da integridade fisica
e funcional da célula e, portanto, na sobrevivéncia
da mesma. Entre as diferentes classes de HSPs,
a familia da HSP70 constitui a mais conservada e
extensivamente estudada classe de HSPs. Tem-se
sugerido recentemente que a HSP70 é uma potente
proteina anti-apoptética?®. Ha evidéncias suportando
a hipotese de que a HSP70 inibe a apoptose através
da modulagdo da via mediada pela mitocondria’®-=°,
Li et al.'® reportaram que a HSP70 inibe a apoptose,
suprimindo a formagao de apoptossomos, tendo um
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efeito inibidor sobre a liberagédo de citococromo-c e
sobre a ativagao da caspase-3. O efeito supressivo
da HSP70 sobre a formagéo de apoptossomos reduz
a ativagao da caspase-9 bem como a segmentacao
de caspase-3, portanto, diminuindo a ocorréncia
de apoptose e, subsequentemente, a fragmentacéo
nuclear. AIF, uma outra proteina (endonuclease)
liberada pela mitocondria, tem sido descrita, também,
como uma das moléculas alvo envolvida na inibicao
da apoptose mediada pela HSP703'*2. O efeito anti-
apoptético da HSP70 sobre AIF sugere que a HSP70
inibe a apoptose pela supressdo das vias caspase-
independente e —dependente.

Siu et al.?® demonstraram que, apds ratos serem
submetidos ao treinamento fisico moderado de longa
duragao, houve uma correlagao positiva significativa
existente entre as expressdes de HSP70 e Bcl-2
e também entre os niveis transcripcionais dessas
proteinas (MRNA) na musculatura esquelética dos
animais. Esse mesmo estudo mostrou haver também
correlagao positiva significativa entre as expressodes de
Mn-SOD (enzima anti-oxidante), niveis transcripcionais
de Bcl-2 e HSP70. Em outro estudo, o treinamento fisico
de 10 semanas demonstrou melhorar a capacidade
anti-oxidante da musculatura esquelética de ratos,
promovendo, assim, cardioprotecao e reducao de
danos a musculatura esquelética®*3*. Embora o
mecanismo molecular para a atenuacéo da apoptose
induzida pelo exercicio nédo esteja ainda totalmente
elucidado, estes resultados estdo de acordo com a
hipétese de que a HSP70 e a Mn-SOD desempenham
um papel importante no decréscimo da apoptose
induzida pelo exercicio em tecidos pds-mitéticos, tais
como a musculatura esquelética.

CONSIDERAGOES FINAIS

A morte celular por apoptose induzida pelo
exercicio na musculatura esquelética exposta a
especificos estresses (calcio, glicocorticéides, radicais
livres), pode ser um processo normal, utilizado
para remover, parcialmente, as fibras danificadas.
Exercicio excessivo e/ou excéntrico pode causar danos
mecanicos significativos, seguidos por processos
inflamatérios, levando a necrose e a apoptose. A
apoptose & um processo parcialmente reversivel e,
portanto, intervencgdes terapéuticas poderiam ser
testadas para atenuar esse processo. Pesquisas sao
requeridas para investigar as alteragdes nas proteinas
pro- e anti-apoptoticas durante o exercicio de longa
duragao, nas suas diferentes intensidades e/ou cargas
de trabalho. Alteracdes nessas proteinas de morte
ou sobrevivéncia podem, possivelmente, explicar
porque o treinamento fisico previne, parcialmente,
a perda de fibra e massa musculares que ocorre
durante o processo de envelhecimento. Além disso,
alguns pontos precisam ser esclarecidos, tais como:
a) como exatamente as fibras musculares sao
perdidas durante o processo necrético e apoptoético;
b) quando exatamente o processo apoptético torna-se
reversivel nesse tecido e c¢) qual a verdadeira relagao

entre o fendmeno da apoptose e a HSP70. Estudos
futuros sdo necessarios para determinar quais sinais
moleculares, precisamente, estdo envolvidos com o
fendmeno da apoptose na musculatura esquelética,
durante o exercicio a fim de desenvolver, com bases
tedrico-praticas solidas, terapias para a protecéo e
restauragao da forga contratil da fibra muscular nessas
condigoes.
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