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Resumo: Embora os mecanimos exatos que envolvem a sarcopenia estejam longe de serem desvendados, o actimulo de
evidéncias pré-clinicas sugerem que a perda de midcitos via apoptose, relacionada a idade, pode representar um
mecanismo chave que conduz ao inicio e progressao da perda muscular. Além disso, a apoptose tem sido observada em
ratos idosos acometidos pela atrofia muscular induzida pela retirada da carga. A apoptose do musculo esquelético estd
atualmente sob intensa investigacdo, com um foco particular sobre o papel desempenhado pela mitocondria. Aqui, nds
iremos revisar as mais recentes evidéncias da apoptose muscular e suas modulagdes através de diferentes intervencoes.
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Apoptosis and sarcopenia of skeletal muscle at aging

Abstract: Although the exact mechanisms underlying sarcopenia are far to be unveiled, accumulating preclinical
evidence suggests that an age-related acceleration of myocites loss via apoptosis might represent a key mechanism
driving the onset and progression of muscle loss. Furthermore, increased levels of apoptosis have also been reported in
old rats undergoing acute muscle atrophy subsequent to muscle unloading. Several signaling pathways of skeletal
muscle apoptosis are currently under intensive investigation, with a particular focus on the role played by mitochondria.
Here, we will review the most recent evidence regarding various pathways of muscle apoptosis and their modulation by
several interventions.
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Introducéo poderoso para a fragilidade, perda de independéncia e
inabilidade fisica de sujeitos idosos (ROUBENOFF, 2000).

O envelhecimento ¢é relacionado com o declinio P . C .
Para além disso, a diminui¢do da forca muscular tem sido

rogressivo da massa muscular, forca e qualidade da execucdo . .. . .
prog Slorgaeq ¢ considerada um fator preditivo no que diz respeito a

do movimento (i.e., contracdo debilitada condic¢do L . . - ..
(e., ¢ ). ¢ incidentes relacionados com a inabilidade fisica e com as

plenamente conhecida como sarcopenia do envelhecimento. mortes decorrentes destes acidentes em idades avangadas
(RANTANEN et al.,, 1999; METTER et al., 2002). Além

disso, essa incapacidade de realizar movimentos com

Essas mudancas relacionadas com a idade t€m sido reportadas
até mesmo entre sujeitos sauddveis e fisicamente ativos e a
taxa de perda muscular tem sido estimada na escala de 1-2%
de perda por ano, apds os 50 anos de idade (HUGHES et al.,
2002). A sarcopenia é uma condicdo altamente prevalente. Em

seguranga, resultante da perda de massa muscular, estd
estreitamente relacionada com a baixa qualidade de vida
desses sujeitos (alimentagdo, infra-estrutura, vida social) e
um estudo realizado por Baumgartner et al. (1998), estimou-se . . N p . .

mais cuidados no que se refere a saide do idoso sdo
necessdrios (FRIED; GURALNIK, 1997). O impacto

econdmico da sarcopenia, além de sua correlagdo com fatores

que 25% dos idosos abaixo dos 70 anos de idade e 40% dos
idosos com 80 anos de idade, ou mais, mostraram-se
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que estimou-se que os custos com a sdude atribuidos a

devido ao progressivo envelhecimento das populagdes sarcopenia nos Estados Unidos da América (EUA), no ano de

ocidentais. A sarcopenia representa um fator de risco
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2000, foi de US$18,5 bilhdes (JANSSEN et al., 2004).
Acredita-se que essa despesa aumente significativamente
como consequéncia do envelhecimento progressivo da
populac@o. Assim, o entendimento dos mecanismos que levam

a perda muscular e a inabilidade fisica, com o avancar da
idade, representa uma prioridade de saide publica mundial.

Sarcopenia: mecanismos possivelmente
envolvidos

A despeito da considerdvel carga tributdria socio-
econdmica associada a sarcopenia, 0s possiveis mecanismos
fisiopatolégicos que dao inicio a perda muscular e
subsequente inabilidade fisiol6gica em idosos sdo ainda pouco
conhecidos. Estudos epidemiolégicos segeriram fatores que
contribuem para a sarcopenia, incluindo alteracdes neurais e
hormonais (SZULC et al, 2004), nutricdo inadequada
(DREYER; VOLPI, 2005), baixo grau de inflamacdo cronica
(VISSER et al., 2002) e inatividade fisica (SZULC et al.,
2004). A partir de uma perspectiva histolégica, a sarcopenia é
caracterizada por uma diminui¢do no tamanho e no nimero
das fibras, com perda preferencial para fibras do tipo II
(glicoliticas) (LARSSON et al., 1978). Ao nivel celular,
grande nimero de evidéncias indica que a perda acelerada de
midcitos relacionada com a idade, via apoptose, pode
representar um mecanismo chave que, por sua vez, conduz ao
infcio e a progressio da perda muscular (DIRKS;
LEEUWENBURGH, 2002; DUPONT-VERSTEEGDEN,
2005). Apoptose ¢ um programa de suicidio celular,
evolucionalmente conservado, estritamente regulado e
executado através de vias de sinalizacdo finamente
controladas. Em organismos multicelulares, a apoptose ¢é
essencial para a embriogénese, desenvolvimento e para a
manutencdo da homeostase dos tecidos em individuos adultos
(i.e., turnover celular, remo¢do de células que sofreram
oncogénese, células infectadas por virus e células auto-imune
reativas) (ALISON; SARRAF, 1992). Além disso, tem sido
proposto que apoptose acelerada ou células pés-mitdticas
insubstituiveis, tais como os neurdnios, fibra muscular
esquelética e midcitos cardfacos, podem contribuir para a
perda de funcao relacionada a idade (POLLACK et al., 2002).
Com respeito a apoptose, o miisculo esquelético apresenta
caracteristica unica em relagdo aos outros tecidos, isto €, por
ser multinucleado, ele pode sofrer apoptose individual de seu
mionicleo bem como morte celular por completo. Nesse
cendrio, acredita-se que a perda de massa muscular,
relacionada a idade, pode ser ocasionada pela eliminagdo de
mionucleos através do mecanismo de apoptose.
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Papel da apoptose na perda de misculo
esquelético relacionada com a idade

A apoptose é executada através de vias de sinalizacdo
especificas, eventualmente levando a fragmenta¢do do DNA,
condensa¢do nuclear, protedlise, invaginacdo inespecifica da
membrana e fragmentacdo celular, com formagdo de corpos
apoptéticos, os quais sdo entdo fagocitados por macréfagos ou
células vizinhas. Com respeito ao executor final da morte
celular, dois mecanismos distintos da apoptose sdao descritos,
nomeados de via caspase-independente e via apoptose
caspase-dependente (Figura 1). Esta dltima é executada
através das caspases, as quais sdo endoproteases integradas a
execucdo final da morte celular (DANIAL; KORSMEYER,
2004).  As caspases estdo normalmente presentes no
citoplasma como precursores inativos (pro-caspases), as quais
podem ser ativadas pela dimerizacdo e segmentacdo
proteolitica. Em uma sequéncia de eventos semelhantes a
coagulacdo sanguinea, o inicio da apoptose dispara a “cascata
das caspases”, na qual as caspases “iniciadoras” sdo ativadas
(i.e., caspase-8, caspase-9, caspase-12). Por sua vez, estas
ativam as caspases ‘“efetuadoras” (i.e., caspase-3, caspase-0,
caspase-7), as quais realizam os verdadeiros eventos
proteoliticos e fragmentacdo do DNA (via DNAase ativada
por caspase) que, finalmente, resulta em degradacdo da célula.
O mecanismo apoptdtico caspase-independente é executado
via liberacdo de mediadores a partir da mitocondria (i.e., fator
de indu¢do da apoptose e endonuclease G) que sdo capazes de
produzir, diretamente, fragmentacdo de DNA em grande
escala. A mitocOndria é atualmente considerada o centro-
chave para a indugdo e regulacdo da apoptose. Recentemente,
Kujoth et al. (2005) investigaram o envolvimento da
disfuncdo da mitocondria no envelhecimento, usando modelo
de camundongo expressando versdo deficiente da DNA
polimerase y mitocondrial. Estes animais apresentaram um
aumento na taxa de muta¢des no DNA mitocondrial (mtDNA)
e tal resultado foi associado com sinais de envelhecimento
prematuro e diminuicdo na  proliferacio  celular.
Interessantemente, o acumulo de mtDNA foi também
correlacionado com a aceleracdo da apoptose em Vvdarios
tecidos, incluindo o musculo esquelético. Tem-se
conhecimento que sob certos estimulos, muito bem
estabelecidos (i.e., danos causados por acimulo de mtDNA,
stress oxidativo e privacdo de fatores de crescimento), a
mitocOondria pode induzir apoptose tanto via caspase-
dependente como via caspase-independente. Por exemplo, a
mitocondria pode liberar citocromo ¢, o qual liga-se a dATP e
ao fator de ativacdo da protease-apoptose (Apaf-1), formando

um apoptossomo que, por sua vez, ativa a caspase-9. Mais
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tarde, caspase-9 ativa caspase-3, um dos executores finais do
processo apoptotico. Recentemente, Chung e Ng (2006)
reportaram um aumento significativo dos niveis de Apaf-1 e
segmentagdo de caspase-9 no musculo gastrocnémio de ratos
idosos em conjunto com a elevag@o da fragmentacdo do DNA.
Por outro lado, citocromo c¢ e pro-caspase-9, dois outros
componentes do apoptossomo, ndo mostraram-se alterados
nesses mesmos animais. Estes achados estdo parcialmente de
acordo com um prévio estudo, no qual foi reportada uma
elevacdo no indice de Apaf-1 em musculo gastrocnémio de
ratos idosos (DIRKS; LEEWENBURGH, 2004).
Inversamente, esses autores observaram que os niveis tanto de
pro-caspase-9 como de caspase-9 ndo foram aumentados nos
animais idosos, enquanto que os niveis citosélicos de
citocromo ¢ foram até mesmo menores nos animais idosos
quando comparados aos animais jovens. Em contraste com
essas informacdes, Siu et al. (2005a), reportaram
recentemente aumento nos indices de mRNA e atividade
proteolitica de caspase-9, concomitante com 0 aumento nos
niveis de citocromo ¢ e Apaf-1, no miisculo gastrocnémio de
ratos idosos. A auséncia de uma visdo unidirecional a respeito
destes mediadores pode ser resultado das respostas
adaptativas relacionadas ao envelhecimento, envolvendo
varios mediadores inibitérios da apoptose, tais como
Repressor de Apoptose com dominio de recrutamento de
Caspase (ARC), membros da familia da Bcl-2 e proteinas de
choque térmico (HSPs), os quais sdo conhecidos por regular a
liberacdo de proteinas mitocondriais pré-apoptdticas
(DANIAL; KORSMEYER, 2004). Estudos tém mostrado que
ARC, além dos seus efeitos inibitorios sobre a atividade de
caspase-2 e -8, é também capaz de prevenir liberagdo de
citocromo c¢ a partir da mitocondria (EKHTERAE et al.,
1999). No estudo acima mencionado, relatou-se um aumento
da transloca¢dio mitocondrial de ARC para o compartimento
mitocondrial em animais idosos e isso pode contribuir para a
reducdo da liberagcdo de citocromo ¢ mitocondrial observada.
A familia da proteina Bcl-2 desempenha um papel-chave na
regulacdo da liberagdo de mediadores apoptdticos pela
mitocdndria, com Bcl-2 e Bcel-X sendo anti-apoptéticos,
enquanto Bax, Bak e Bik promovem apoptose (BEERE, 2004;
DANIAL; KORSMEYER, 2004). O equilibrio entre esses
mediadores (i.e., a razdo Bax/Bcl-2) € considerado
fundamental para o destino da célula, ou seja, se a mesma
sobrevivera ou sera induzida a morte, resultados estes
extremamente dependentes da regulacdo da estabilidade da
membrana mitocondrial. As HSPs pertencem & uma familia de
chaperones moleculares (proteinas que auxiliam outras a
ajustarem-se dentro de sua estrutura tridimensional),
conservadas evolucionalmente, que sdo sobre-reguladas em
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situagdes de exposicdes seguidas a ambientes estressantes, tais
como choque térmico e stress oxidativo. As HSPs auxiliam na
protecdo das células contra o stress agudo ou cronico pela
estabilizacdo e redobramento das proteinas intermedidrias ou
facilitando a degradacdo de proteinas que sofreram danos
irreversiveis. Além disso, as HSPs tém sido relacionadas com
a prevencao da inducdo de apoptose através de sua interacdo
com vdarios mediadores apoptéticos, incluindo Bax, Bak,
citocromo ¢ e caspase-3 (BEERE, 2004). Muitos grupos de
pesquisa tém reportado alteragdes, relacionadas a idade, na
expressdo de proteinas membros da familia Bcl-2 bem como
na expressdo de vdrias isoformas de HSPs. Por exemplo,
Chung e Ng (2006) encontraram um aumento significativo nos
niveis de HSP27, HSP60 e HSP70 em misculo gastrocnémio
de ratos idosos, o que podem representar um mecanismo
compensatério em resposta ao ambiente celular pré-
apoptotico. Esses investigadores também observaram aumento
significativo na expressdo de Bax e diminui¢cdo na expressdo
de Bcl-2 no musculo gastrocnémio de ratos idosos, ao passo
que alteracdes na expressdo de Bak ndo foram observadas.
Por outro lado, recentemente, Siu et al. (2005a) reportaram
um aumento tanto na expressdo de Bax como na de Bcl-2 em
musculo gastrocnémio de ratos idosos se comparados a
animais mais jovens. No mesmo contexto, Song et al. (2006)
observaram um aumento significativo nos niveis de Bax nos
musculos gastrocnémio e séleo de ratos idosos e sedentarios,
com concomitante reducdo da expressdo de Bcl-2 no misculo
s6leo dos mesmos animais. Em ambos os musculos, esses
autores reportaram aumento significativo da razdo Bax/Bcl-2
com a idade e isso foi associado com a elevacdo dos niveis de
caspase-3 e da fragmentacdo do DNA.

Interessantemente, no mesmo estudo, 12 semanas de
treinamento fisico, em esteira rolante, foi associado a
atenuacdo substancial da expressdo de Bax tanto no miisculo
gastrocémio como no musculo séleo dos animais senis € um
aumento na expressdo de Bcl-2 nos mesmos musculos, e essas
mudancas foram acompanhadas pela redu¢@o na fragmentacio
do DNA. Esses resultados sdo consistentes com um prévio
estudo desenvolvido por Siu et al. (2004), no qual ratos jovens
foram treinados por um perfodo de 8 semanas (5dias/semana)
também em esteira rolante. Em particular, o indice de
mRNA/Bax foi reduzido e o indice da proteina Bcl-2 elevou-
se no musculo séleo de animais exercitados quando
comparados a animais pertencentes ao grupo sedentdrio. Para
além disso, nesse ultimo estudo, o exercicio fisico foi também
capaz de aumentar as expressdes do repressor de apoptose
ARC e da protefna inibidora de apoptose X-linked (XIAP) dos
midcitos desses animais, os quais t€ém a capacidade de se
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ligarem a caspase-3 e, assim, inibir a atividade proteolitica. O
mesmo grupo de pesquisa confirmou, recentemente, uma
elevacdo do nivel de XIAP no musculo patagialis de codornas
idosas submetidas a 14 dias de alongamento induzido por
sobrecarga (SIU et al., 2005b). Em outro estudo, Siu et al.
(2005a) reportou diminuicdo da expressio de Bax em
musculos lentos de codornas jovens € um aumento nos niveis
de Bcl-2, em passaros jovens e idosos, apés 21 dias de
alongamento induzido por carga, com concomitante aumento
na expressdo de HSP27 e HSP22 somente no grupo jovem.
Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que o
exercicio fisico, praticado por idosos, é capaz de contra-atacar
a perda muscular através da atenuagdo do potencial
apoptotico, assim potencialmente atrasando o inicio e/ou
atenuando a progressdo da sarcopenia, embora resposta antia-
apoptética parcial ou atrasada tenha sido reportada em
animais idosos (SIU; ALWAY, 2005; SIU et al., 2005b; SIU;
ALWAY, 2006).

A despeito do seu papel critico na via de apoptose
caspase-independente, a mitocondria estd também envolvida
na via de apoptose caspase-dependente. Endonuclease G
(EndoG) e fator de inducdo da apoptose (AIF) sdo dois
mediadores mitocondriais que, a partir de suas translocagdes
para o nucleo, t€m a capacidade de produzir fragmentacio de
DNA em grande escala, independentemente das caspases.
Essa via apoptética pode ser particularmente relevante para a
atrofia relacionada com o envelhecimento, uma vez que
permite a eliminacdo do nicleo supérfluo sem a destrui¢do
total da fibra muscular pelas caspases. Em um recente estudo,
Dirks e Leeuwenburgh (2004) observaram aumento excessivo
nos niveis totais de AIF no musculo plantar de ratos idosos
devidamente alimentados quando comparados tanto com
animais jovens como com animais idosos submetidos a
restricdo calérica. Em contrapartida, outro estudo (CHUNG;
NG, 2006), detectou aumento no nivel de AIF no misculo
gastrocnémio de de ratos idosos se comparados com animais
jovens. Interessantemente, Siu e Alway (2006) reportaram
uma reducdo significtiva do nivel de AIF em misculo
patagialis, tanto em codornas idosas como em codornas
jovens, apés 7 dias de sujeitacdo a carga, mais uma vez
evidenciando o efeito anti-apoptético do exercicio fisico.
Finalmente, uma elevacdo considerdvel dos niveis de AIF e
fragmentacdo do DNA no musculo gastrocnémio de roedores
ap0s retirada da carga foram reportadas (SIU et al., 2005a).
Com respeito a EndoG, um recente estudo mostrou aumento
significativo de seus niveis, com subsequente elevacdo de
morte mionuclear por apoptose, em musculo séleo de ratos
submetidos a atrofia cronica através do método de suspensao
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dos membros traseiros, comparando animais jovens com
animais idosos (LEEUWENBURGH et al., 2005). Entretanto,
torna-se necessdrio elucidar se essa mesma via de apoptose é
especifica para a atrofia muscular aguda ou se deempenha
também um importante papel na perda muscular relacionada
com o envelhecimento.

Evidéncias  recentes sugerem que o reticulo
endoplasmadtico (RE) pode apresentar-se como outra organela
critica para a indugdo e regulacdo da apoptose. Sob condi¢des
de stress, tais como a perda de homeostase para o célcio,
devido possivelmente a um dano oxidante a Ca**/ATPase,
relacionado a idade, o RE pode induzir a liberacdo de
citocromo c¢ a partir da mitocdndria, com isso, iniciando a
apoptose (CHEN et al., 2002). Além disso, o RE pode liberar
pro-caspase-12, a qual, uma vez ativada pela calpaina-m,
segmenta e ativa a caspase-3 (BRECKENRIDGE et al,
2003). Alguns autores tém recentemente reportado um
aumento na expressdo de pro-caspase-12 e aumento da
apoptose no musculo esquelético de ratos idosos, indicando
que o RE pode estar envolvido na perda muscular associada
ao envelhecimento (DIRKS; LEEUWENBURGH, 2004;
CHUNG; NG, 2006). Surpreendentemente, nenhum desses
estudos citados acima foram capazes de detectar alteracdes
nos niveis de caspase-12 (ativa) segmentada. No entanto,
ainda permanece obscura a afirmacdo de que a caspase-12
exibe a verdadeira atividade proteolitica, a qual estd em
contraste com muitas outras caspases.

Como mencionado anteriormente, a inflamacdo cronica
tem sido considerada um fator contribuinte para a perda
muscular relacionada a idade e com os prejuizos funcionais.
Certamente, niveis elevados de marcadores tais como o fator
de necrose tumoral-a (TNF- a), interleucina-6 e proteina
reativa-c, tém sido associados com for¢a diminuida dos
musculos e pouca massa muscular, performance fisica
deficiente e inabilidade fisica relacionada com incidentes em
sujeitos idosos (FERRUCCI et al., 1999; CESARI et al,
2004; PENNINX et al., 2004). Interessantemente, Phillips e
Leeuwenburgh (2005) mostraram que TNF- o pode ser
responsdvel pela perda muscular em ratos idosos através do
aumento de midcitos acometidos pela apoptose. Certamente,
uma vez ligado ao receptor de membrana, o TNF- o é capaz
de ativar caspase-8, a qual subsequentemente ativa caspase-3,
assim iniciando a cascata de apoptose. Além disso, nessa
mesma investigacdo, os autores encontraram que a restricdo
calérica (RC), uma intervencdo anti-envelhecimento
extensamente conhecida, foi capaz de contra-atacar a apotose
muscular.
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Figura 1: Vias envolvidas na apoptose do misculo esquelético. Receptor e vias mediadas pela mitocondria e reticulo
sarcolplasmético podem desempenhar papel importante na inducio da apoptose do musculo esquelético durante atrofia induzida pelo
desuso e sarcopenia. A ativacdo de caspase-3 e subsequente apoptose ocorre através da liberacdo de citocromo c¢ a partir da
mitocOndria em resposta as altera¢des na distribuicdo das proteinas pertencentes a familia Bcl-2. Também, disfuncido do reticulo
sarcolplasmdtico ativa caspase-9 e subsequentemente caspase-3, através da ativagdo de caspase-12, mediada pela calpaina-m.
Elevacdo de TNF-o com a idade estimula a via mediada pelo receptor, ativando caspase-3 através da ativagdo de caspase-§. Além
disso, as vias caspase-independentes, tais como a liberacio de AIF e EndoG a partir da mitocondria podem desempenhar um
importante papel na apoptose induzida pelo desuso em musculos de animais idosos. Inibidores da apoptose (IAP, ARC, FLIP) podem,
no miusculo esquelético, proteger as fibras de uma mote prematura ou perda nuclear (retirado de Dupont-Versteegden, 2005).

tampouco as implicacdes funcionais das mesmas (STRASSER
1999; MALMGREN et al., 2001; WHITMAN et al.,
2005). Whitman et al. (2005) encontraram um aumento

Evidéncia em seres humanos et al.,
Embora pesquisas utilizando-se de modelos animais

sugerem um papel-chave da apoptose na perda muscular significativo de mionucleos apoptdtitcos no miisculo vasto

relacionada ao envelhecimento, evidéncias em seres humanos
ainda permanecem escassas. Até o presente momento, apenas
trés trabalhos sobre a apotose do musculo esquelético
induzida pela idade em humanos foram efetuados, mas

nenhum deles investigou as vias bioquimicas especificas nem
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lateral de sujeitos idosos quando comparados com sujeitos
jovens. Notou-se, nesse mesmo estudo, que os niveis de
caspase-3 e -7 ndo foram aumentados com a idade,
possivelmente indicando o envolvimento da via de apoptose
caspase-independente. Apesar de algumas limita¢des (nimero
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pequeno de participantes, falta de avaliagdes funcionais e ndo
investigacdo de vias alternativas de apoptose), este estudo é o
unico que até agora investigou a apoptose do misculo
esquelético, relacionada com o envelhecimento, em sujeitos
humanos.

Conclusoes e perspectivas futuras

A sarcopenia do envelhecimento ¢é associada a
considerdvel inabilidade fisica e a mortalidade, e representa
elevado fator de riso para a fragilidade muscular. Apoptose
acelerada da fibra pode representar um mecanismo-chave que
possivelmente regula a sarcopenia. Além disso, evidéncia pré-
clinica indica o papel da apoptose na atrofia muscular
subsequente ao desuso cronico, um modelo que assemelha-se
a perda muscular observada durante prolongados periodos de
repouso na cama. RC e exercicio fisico t€m-se mostrado
eficientes no sentido de contra-atacar a apoptose do misculo
esquelético em animais idosos, assim atrasando e/ou
revertendo a sarcopenia. Finalmente, evidéncia preliminar
parece suportar o papel da apoptose na fisiopatologia da perda
muscular em sujeitos humanos idosos. Estudos futuros
necessitam  investigar com maior profundidade o
envolvimento da apoptose do musculo esqulético e vias
especificas de sinalizacdo da morte celular programada na
progressdo da sarcopenia em populagdes geridtricas. Isso
poderia permitir a identificacio de marcadores especificos
com o intuito de avaliar a efetividade das estratégias de
intervengdo (i.e., inibidores de caspase, treinamento de forga,
terapia de reposicdo hormonal, terapia génica), designadas
para contra-atacar a prevaléncia de inabilidade fisica em
populacdes idosas.
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