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RESUMO 

 
A sarcopenia é um dos desfechos principais desfechos da perigosa associação entre 
envelhecimento e obesidade, e se trata de uma síndrome caracterizada pelo prejuízo 
funcional e morfológico do músculo esquelético. Dentre as repercussões da 
sarcopenia, destacam-se a desestabilidade, fragilidade e alterações metabólicas 
sistêmicas que afetam diretamente a qualidade de vida. Por outro lado, o treinamento 
físico mostra-se como ferramenta eficaz contra os efeitos do envelhecimento e 
obesidade ao contribuir para redução da adiposidade e proteger a massa muscular 
esquelética. No entanto, não foram encontrados estudos que avaliaram os efeitos do 
treinamento aeróbico quando realizado ao longo da vida ou de maneira terapêutica 
sobre as alterações causadas pela obesidade nos estágios iniciais do envelhecimento.  
Objetivo: Investigar os efeitos do treinamento físico aeróbico realizado 
terapeuticamente ou ao longo da vida sobre alterações histológicas, no balanço redox, 
inflamação, e metabolismo no músculo esquelético e ventrículo cardíaco provocadas 
pela associação entre envelhecimento e obesidade in vivo e in vitro. 
Métodos: O experimento foi dividido em estudo piloto e estudo principal. O estudo 
piloto buscou identificar a idade em que as alterações musculares e de performance 
física se iniciam em resposta ao envelhecimento natural. Dessa forma, 41 ratos Wistar 
machos com 4 meses de idade foram distribuídos aleatoriamente em 6 grupos 
definidos pela idade à eutanásia. Ao longo do protocolo experimental, os animais 
foram pesados semanalmente, e a performance física avaliada mensalmente através 
do teste de corrida máximo em esteira motorizada para ratos. Após a definição da 
idade na qual o declínio muscular se iniciou (14 meses), foi avaliada a influência do 
treinamento físico sobre as alterações observadas. Para tal, 32 ratos Wistar machos 
com 4 meses de idade foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos: grupo 
sedentário (n = 16) e grupo treinado (n = 16). Ao completarem 8 meses de idade, 8 
animais de cada grupo foram eutanasiados, formando os grupos jovens sedentário e 
treinado. Os demais animais seguiram até completarem 14 meses de idade, e 
constituíram os grupos envelhecidos sedentário e treinado. O treinamento foi realizado 
em esteira motorizada para ratos, a moderada intensidade, em dias alternados e 
duração de 1h por sessão. Os animais foram eutanasiados 24h após a última sessão 
de treinamento. Foram coletadas amostras de sangue, tecidos adiposos e músculos, 
que foram devidamente mensurados e armazenados em ultra freezer -80 °C, ou 
fixados. As amostras congeladas foram utilizadas para quantificação dos perfis 
inflamatório e oxidativo, e as amostras fixadas para estudos histológicos. O estudo 
principal constitui-se de um estudo in vivo e outro in vitro. O protocolo in vivo foi 
realizado com 32 ratos Wistar machos que foram distribuídos aleatoriamente em 
quatro grupos (n = 8/grupo): grupo envelhecido sedentário (ESed), envelhecido 
sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido 
treinado terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido treinado 
ao longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL). Após 24h da última sessão de 
treinamento físico, todos os animais foram eutanasiados e em seguida foram 
coletados o músculo gastrocnêmio e ventrículo cardíaco para estudos histológicos, 



imuno-histoquímicos, do balanço redox, inflamação e metabolismo. O músculo 
gastrocnêmio foi utilizado para análise da expressão de mRNA e microRNA por qPCR. 
Os depósitos de tecidos adiposos abdominais foram coletados e pesados pera 
determinação da composição corporal. Para os estudos in vitro, foram utilizados 
macrófagos primários obtidos do exsudato peritoneal de 6 camundongos BALB/c 
machos com 4 meses de idade, elicitados através da administração de tioglicolato (3% 
via IP), e mioblastos primários isolados do músculo gastrocnêmio de um rato Wistar 
macho com 4 meses de idade. As culturas de macrófagos e mioblastos foram 
expostas ao soro dos animais do estudo in vivo durante 24h. As culturas foram usadas 
para análise da viabilidade celular por MTT, dosagem de nitritos totais e peróxido de 
hidrogênio e análise da expressão de genes envolvidos na resposta inflamatória e 
metabolismo muscular. Todas as variáveis de interesse deste estudo foram 
submetidas ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. As comparações entre grupos do 
teste piloto foram feitas com o teste ANOVA para medidas repetidas (análise temporal) 
e ANOVA one-way, seguida pelo pós-teste de Tukey. Para as análises entre grupos 
jovens e envelhecidos, sedentários e treinados, foi adotado delineamento fatorial (2x2) 
utilizando o teste ANOVA two-way. As análises dos estudos in vivo e in vitro foram 
feitas através dos testes T de Student e ANOVA one-way. 
Resultados: Os resultados do estudo piloto indicam que o declínio da função 
muscular se inicia aos 14 meses de idade, evidenciado pela redução da performance 
física, peso da massa magra e do músculo gastrocnêmio e capacidade antioxidante 
do músculo. Por outro lado, a rotina de treinamento físico até os 14 meses melhorou 
a composição corporal, perfil inflamatório, status redox e protegeu o músculo contra 
redução da área seccional das fibras. Os resultados do estudo in vivo evidenciaram 
um desfecho desfavorável em resposta à associação entre envelhecimento e 
obesidade induzida por dieta sobre os parâmetros musculares e cardíacos morfologia, 
fibrose, inflamação, estresse oxidativo e metabolismo. Além disso, foi observado no 
músculo gastrocnêmio o aumento da expressão do miRNA-21 e genes envolvidos na 
resposta pró-inflamatória e catabólica, e redução da expressão de genes envolvidos 
na resposta anti-inflamatória, antioxidante e anabólica. O treinamento físico, em 
especial o protocolo de treinamento ao longo da vida, atenuou os achados decorrentes 
da associação entre envelhecimento e obesidade sobre os parâmetros musculares e 
cardíacos, reduziu a expressão do miR-21 e aumentou a expressão do miR-486. Nos 
estudos in vitro, os macrófagos e mioblastos expostos ao soro dos animais 
envelhecidos e obesos apresentaram aumento do perfil pró-inflamatório e catabólico, 
respectivamente, ao passo que o soro dos animais treinados, especialmente aqueles 
que realizaram o treinamento ao longo da vida, determinou redução do perfil pró-
inflamatório e catabólico das culturas celulares. 
Conclusão: No modelo animal estudado, a associação entre sedentarismo, 
envelhecimento e obesidade induzida por dieta hiperlipídica determinou prejuízos 
musculares especialmente nos perfis inflamatório, oxidativo e metabólico. Em 
contrapartida, a prática regular de exercício físico, especialmente ao longo de toda a 
vida, atenuou as alterações provocadas pela associação entre envelhecimento e 
obesidade em todos os parâmetros estudados, in vivo e in vitro. Nossos achados 
reforçam a superioridade do protocolo de treinamento ao longo da vida como 
ferramenta eficaz contra os efeitos da idade, mesmo quando associado à hábitos 
alimentares não saudáveis. 
 
Palavras-chave: Exercício físico. Envelhecimento. Obesidade. Balanço redox. 
Inflamação. 
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ABSTRACT 

 
Sarcopenia is one of the main outcomes of the dangerous association between aging 
and obesity, and is a syndrome characterized by functional and morphological 
impairment of skeletal muscle. Among the repercussions of sarcopenia, 
destabilization, fragility and systemic metabolic changes that directly affect quality of 
life stand out. On the other hand, physical training appears to be an effective tool 
against the effects of aging and obesity by contributing to reducing adiposity and 
protecting skeletal muscle mass. However, no studies were found that evaluated the 
effects of aerobic training when carried out throughout life or therapeutically on the 
changes caused by obesity in the early stages of aging. 
Objective: To investigate the effects of aerobic physical training performed 
therapeutically or throughout life on histological changes, redox balance, inflammation, 
and metabolism in skeletal muscle and cardiac ventricle caused by the association 
between aging and obesity in vivo and in vitro. 
Methods: The experiment was divided into a pilot study and a main study. The pilot 
study aimed to identify the age at which changes in muscle and physical performance 
begin in response to natural aging. Thus, 41 male Wistar rats aged 4 months were 
randomly distributed into 6 groups defined by age at eutanásia. Throughout the 
experimental protocol, the animals were weighed weekly, and physical performance 
was assessed monthly using the maximal running test on a motorized treadmill for rats. 
After defining the age at which muscle decline began (14 months), the influence of 
physical training on the changes observed was evaluated. To this end, 32 4-month-old 
male Wistar rats were randomly distributed into two groups: sedentary group (n = 16) 
and trained group (n = 16). Upon reaching 8 months of age, 8 animals from each group 
were euthanized, forming the young sedentary and trained groups. The remaining 
animals continued until they reached 14 months of age, and constituted the sedentary 
and trained aged groups. Training was carried out on a motorized treadmill for rats, at 
moderate intensity, on alternate days and lasting 1 hour per session. The animals were 
euthanized 24 hours after the last training session. Blood, adipose tissue and muscle 
samples were collected, duly measured and stored in an ultra-freezer -80 °C, or fixed. 
The frozen samples were used to quantify the inflammatory and oxidative profiles, and 
the samples were fixed for histological studies. The main study consisted of an in vivo 
and an in vitro study. The in vivo protocol was carried out with 32 male Wistar rats that 
were randomly distributed into four groups (n = 8/group): aged sedentary group 
(ESed), aging sedentary group fed a high-fat diet (HFD) (ASed+HFD), aging trained 
therapeutically and fed with HFD (ATT+HFD) and aging lifelong trained and fed with 
HFD (ALT+DHL). 24 hours after the last physical training session, all animals were 
euthanized and then the gastrocnemius muscle and cardiac ventricle were collected 
for histological, immunohistochemical, redox balance, inflammation and metabolism 
studies. The gastrocnemius muscle was used to analyze mRNA and microRNA 
expression by qPCR. Abdominal adipose tissue deposits were collected and weighed 
to determine body composition. For in vitro studies, primary macrophages obtained 
from the peritoneal exudate of 6 4-month-old male BALB/c mice, elicited through the 



administration of thioglycolate (3%), and primary myoblasts isolated from the 
gastrocnemius muscle of a 4 month old male rat were used. Cultures of macrophages 
and myoblasts were exposed to serum from the animals from the in vivo study for 24h. 
The cultures were used to analyze cell viability by MTT, total nitrites and hydrogen 
peroxide and to analyze the expression of genes involved in the inflammatory response 
and muscle metabolism. All variables of interest in this study were subjected to the 
Shapiro-Wilk normality test. Comparisons between pilot test groups were made using 
the ANOVA test for repeated measures (temporal analysis) and one-way ANOVA, 
followed by the Tukey post-test. For analyzes between young and aged, sedentary and 
trained groups, a factorial design (2x2) was adopted using the two-way ANOVA test. 
Analyzes of in vivo and in vitro studies were performed using Student's T test and one-
way ANOVA test. 
Results: The results of the pilot study indicate that the decline in muscle function 
begins at 14 months of age, evidenced by the reduction in physical performance, lean 
mass and gastrocnemius muscle weight and antioxidant capacity of the muscle. On 
the other hand, the physical training routine up to 14 months improved body 
composition, inflammatory profile, redox status and protected the muscle against 
reduction in the cross-sectional area of the fibers. The in vivo study showed an 
unfavorable outcome in response to the association between aging and diet-induced 
obesity on muscle and cardiac parameters, morphology, fibrosis, inflammation, 
oxidative stress and metabolism. Furthermore, an increase in the expression of 
miRNA-21 and genes involved in the pro-inflammatory and catabolic response, and a 
reduction in the expression of genes involved in the antioxidant and anabolic response 
were observed in the gastrocnemius muscle. Physical training, especially the lifelong 
training protocol, attenuated the findings resulting from the association between aging 
and obesity on muscular and cardiac parameters, reduced the expression of miR-21 
and increased the expression of miR-486. In in vitro studies, macrophages and 
myoblasts exposed to serum from aging and obese animals showed an increase in the 
pro-inflammatory and catabolic profile, respectively, while serum from trained animals, 
especially those that had undergone lifelong training, determined reduction of the pro-
inflammatory and catabolic profile of cell cultures. 
Conclusion: In the animal model studied, the association between sedentary lifestyle, 
aging and obesity induced by a high-fat diet determined muscle damage, especially in 
the inflammatory, oxidative and metabolic profiles. On the other hand, regular physical 
exercise, especially throughout life, attenuated the changes caused by the association 
between aging and obesity in all parameters studied, in vivo and in vitro. Our findings 
reinforce the importance of adopting exercise routines throughout life as an effective 
tool against the effects of age, especially when associated with unhealthy eating 
habits. 
 
Keywords: Physical exercise. Aging. Obesity. Redox balance. Inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O envelhecimento animal se caracteriza por um conjunto de alterações 

morfofuncionais que progressivamente culminam no declínio das funções fisiológicas. 

Tais modificações são inerentes aos organismos vivos, entretanto podem ser 

agravadas quando a senescência é associada a comportamentos que representam 

risco à saúde, como o sedentarismo, hábitos alimentares não saudáveis e o sobrepeso 

(LEE et al., 2015).  

Dentre as alterações provocadas pelo envelhecimento, a sarcopenia se destaca 

ao influenciar diretamente a capacidade de locomoção, qualidade de vida e ser fator 

preditivo de outros agravos. A combinação entre envelhecimento e inatividade física 

altera o turnover proteico, resultando em aumento da proteólise que pode ser 

acompanhada da redução da síntese de proteínas, agravando os eventos 

fisiopatológicos da sarcopenia. Além disso, a inatividade contribui para o aumento na 

gordura corporal total e modificação da sua distribuição, com tendência ao acúmulo na 

região abdominal e visceral. (KOB et al., 2015; LEE et al., 2015).  

A obesidade por si só representa risco para o surgimento e desenvolvimento de 

diversas doenças, e pode ser definida como uma desordem metabólica caracterizada 

pelo acúmulo excessivo de gordura corporal que acarreta prejuízos à saúde de 

humanos e outros animais, como doenças cardiovasculares, metabólicas e 

comprometimentos da estrutura e função muscular (HUTCHINSON et al., 2012; BAEKI 

et al., 2018; CHOOI et al., 2019). O desbalanço energético provocado por hábitos 

alimentares inadequados e a diminuição do nível de atividade física são os principais 

fatores causais do surgimento de complicações relacionadas ao aumento da 

adiposidade corporal e os desarranjos metabólicos que caracterizam a obesidade 

(BAEKI et al., 2018).  

Tanto o envelhecimento quanto a obesidade exercem papel central no 

desenvolvimento da sarcopenia. Ambas as condições estão associadas ao 

estabelecimento de um estado pró-oxidativo e pró-inflamatório crônicos que contribuem 

para ativação de vias catabólicas, supressão do anabolismo proteico e prejuízos 

funcionais na musculatura esquelética de maneira geral (LEE et al., 2015). Nesse 

mesmo contexto, a modulação de vias fisiopatológicas pelos microRNAs tem sido 

objeto de estudo. Alguns microRNAs estão relacionados com a regulação do 
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crescimento e desenvolvimento do músculo esquelético, sendo inclusive identificados 

como microRNAs musculares (myomiRs) por apresentarem alta especificidade. Os 

microRNAs como miR-1 e miR-486 estão envolvidos na regulação negativa das vias 

catabólicas regidas pelas proteínas MAFbx e MURF-1, enquanto os microRNAs miR-

21 e miR-206 podem acelerar a perda muscular no envelhecimento (GAO et al., 2021). 

Há evidências consistentes da efetividade do exercício na prevenção primária e 

secundária de diversas doenças crônicas (PEDERSEN; SALTIN, 2015; THORNTON 

et al., 2016; COQUEIRO et al., 2019). Sabe-se que o exercício agudo eleva a produção 

de espécies reativas oxidantes devido ao aumento do metabolismo energético (HYATT 

et al., 2016), por outro lado, a prática regular de exercícios parece estimular vias de 

defesa antioxidante mediante o estresse produzido, mecanismo que compensa o efeito 

deletério do exercício e torna as defesas antioxidantes do organismo mais eficazes 

frente ao desbalanço redox de um novo estresse oriundo de outras causas (NAVARRO 

et al., 2004; HYATT et al., 2016). 

Estudos já demonstraram que a prática regular de exercício físico está associada 

à produção e liberação de diversas exercinas (microRNAs, mRNAs, proteínas e 

intermediários de vias metabólicas), substâncias produzidas e liberadas através de 

microvesículas pelo músculo exercitado que atuam no próprio músculo, músculos 

próximos e distantes, e demais órgãos. Sendo assim, esses eventos fundamentam a 

base endócrina dos efeitos sistêmicos promovidos pelo exercício físico. Uma vez na 

circulação, essas exercinas seriam capazes de modular o metabolismo e expressão 

gênica de diferentes órgãos (SAFDAR et al., 2016; WHITHAM et al., 2018).  

Nessa perspectiva, o objeto de investigação sustenta-se na hipótese de que a 

melhora do estado redox, inflamatório e metabólico causadapelo treinamento pode 

estar diretamente relacionada à atenuação de diversos efeitos associados a 

comportamentos e fatores de risco, cujos processos fisiopatológicos envolvam o 

aumento crônico do estresse oxidativo e inflamação. Sendo assim, o presente projeto 

se propôs a investigar os possíveis efeitos do treinamento físico realizado ao longo da 

vida ou terapeuticamente sobre as alterações oxidativas, inflamatórias, metabólicas e 

estruturais no músculo esquelético e cardíaco induzidas pela associação entre 

envelhecimento e obesidade.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 ENVELHECIMENTO E ALTERAÇÕES MORFOFUNCIONAIS MUSCULARES 

 

 

O envelhecimento é um processo natural, multifatorial e inerente a todos os 

animais. Trata-se do conjunto de consequências relacionadas à passagem do tempo, 

determinantes genéticos e comportamentos que culminam em profundas alterações 

da composição corporal (PALMER; KIRKLAND, 2016). Todos os sistemas fisiológicos 

são afetados em resultado a fatores agressores internos e externos que contribuem 

para o declínio de suas funções e menor capacidade adaptativa, aumentando a 

suscetibilidade e vulnerabilidade às doenças (CONSTANTITO et al., 2016; 

GAROFALO et al., 2017). 

A perda de massa muscular esquelética é um dos processos mais difundidos, 

deletérios e insidiosos no envelhecimento humano que apesar de variar em 

magnitude, atinge todos os indivíduos levando a algum nível de atrofia muscular 

(CARTEE et al., 2016). Alterações na quantidade e qualidade muscular têm ambas 

importantes implicações para performance funcional. Nesse contexto, o prejuízo 

estrutural e funcional muscular é referido comumente como sarcopenia, termo 

utilizado pela primeira vez por Irwin H. Rosenberg (ROSENBERG, 1997). 

A sarcopenia é uma síndrome relacionada a idade caracterizada pela 

progressiva e generalizada redução da massa e força muscular esquelética, fatores 

de risco para desfechos adversos como desestabilidade física, piora da qualidade de 

vida e até mesmo a morte (NASCIMENTO et al., 2019). A redução da facilidade de 

locomoção, gasto energético em repouso e atividade física diária não estruturada (não 

associada ao treinamento físico) contribuem para o aumento da adiposidade corporal 

e desenvolvimento da obesidade (HUNTER et al., 2019). É importante destacar que 

esse aumento da massa gorda é caracterizado por um padrão de distribuição 

concentrado na adiposidade visceral (HUGHES et al., 2004; PALMER; KIRKLAND, 

2016), frequentemente associada ao maior risco de desenvolvimento de doenças 

cardiometabólicas (TCHERNOF; DESPRÉS, 2013; BASTIEN et al., 2014). 

Diversos fatores causais estão envolvidos na etiologia da sarcopenia associada 

ao envelhecimento. Tais mecanismos envolvem a redução da síntese proteica 
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(DICKINSON et al., 2013), declínio da função neural (MOSOLE et al., 2014), déficits 

hormonais (MICHALAKIS et al., 2013), senescência das células satélites (BARAIBAR 

et al., 2016), estresse oxidativo (AGUILAR-ALONSO et al., 2018) e inflamação crônica 

(MAVROS et al., 2014). 

O balanço entre a síntese e degradação de proteínas modula o chamado 

turnover proteico, o principal determinante da estrutura e massa muscular. A síntese 

proteica deve-se em sua maior parte à atividade das vias das proteínas kinase B (Akt) 

e rampamicina (mTOR), que respondem aos sinais anabólicos. No que diz respeito à 

degradação de proteínas, o sistema ubiquitina-proteassoma desempenha papel 

central como via que necessita que as proteínas alvo sejam previamente ubiquitinadas 

pelas E3 ubiquitina ligases. Conhecidamente, a inflamação e o estresse oxidativo 

interferem em ambas as vias de anabolismo e catabolismo proteico, concentrando o 

balanço proteico nas vias de degradação (KRÜGER et al., 2015; KRÜGER et al., 

2018). 

Quanto ao declínio da função neural, estudos histológicos do músculo 

esquelético já demonstraram que a denervação está entre os numerosos mecanismos 

que contribuem para a atrofia e degeneração durante a senescência (AAGAARD et 

al., 2010; MOSOLE et al., 2014). No envelhecimento, observa-se progressiva redução 

das unidades motoras funcionais fortemente relacionadas ao desequilíbrio redox, 

especialmente pelo aumento do estresse oxidativo nos motoneurônios e inervações 

compensatórias das fibras denervadas (PIASECKI et al., 2016; HUNTER et al., 2019). 

Diversos hormônios apresentam impacto sobre a massa e função muscular, e 

dentre eles, o hormônio do crescimento (growth hormone - GH) tem sido um dos mais 

estudados, visto que os níveis de GH estão normalmente menores em indivíduos 

envelhecidos, e a amplitude e frequência da liberação pulsátil do GH também está 

significativamente reduzida (BRIOCHE et al., 2013; MICHALAKIS et al., 2013). Em 

estudo com ratos envelhecidos, a terapia de reposição do GH resultou em aumento 

da síntese proteica muscular, biogênese mitocondrial, aumento da massa magra, 

redução de danos oxidativos e melhora da atividade de enzimas antioxidantes no 

músculo esquelético, paralelamente à redução da via de proteólise e de fatores de 

inibição da regeneração muscular (BRIOCHE et al., 2013). Entretanto, é importante 

destacar que o uso da reposição hormonal do GH pode também acarretar efeitos 

colaterais visto, a exemplo da resistência à insulina devido seus efeito diabetogênico 

(KIM et al., 2017) 
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As células satélites são células progenitoras das fibras musculares que, em 

resposta a estímulos de fatores regulatórios miogênicos, se proliferam e se 

diferenciam. Em contrapartida, na presença de fatores inibitórios, como a miostatina, 

as células satélites se mantem inativas. A senescência das células satélites, que 

parece ocorrer no envelhecimento, reduz a habilidade dessas células de se 

proliferarem, consequentemente reduzindo a capacidade de reparar o músculo 

esquelético (BARAIBAR et al., 2016). Ao mesmo tempo, células mesenquimais 

também senescentes contribuem para deposição de tecido fibrótico e adiposo no 

músculo. Os mecanismos precisos pelos quais esses eventos ocorrem ainda 

necessitam ser elucidados, mas evidências sugerem que o estresse redox 

desempenha papel central no declínio do potencial de reparo muscular (SUGIHARA 

et al., 2018). 

Classicamente, o processo de envelhecimento é associado à progressiva 

redução da capacidade antioxidante dos tecidos, fator que contribui para interação 

das espécies reativas de oxigênio (ERO) com as diferentes moléculas celulares. A 

redução da enzima citocromo C oxidase e dano peroxidativo da membrana 

mitocondrial culminam em disfunção mitocondrial   e excessiva geração de ERO, 

criando um ciclo vicioso de dano oxidativo. Sinergicamente, a redução da síntese de 

proteínas limita os mecanismos enzimáticos de defesa antioxidante. O estresse redox 

generalizado atinge macromoléculas incluindo lipídios, proteínas, carboidratos e 

ácidos nucleicos que se acumulam e determinam alterações morfofuncionais 

deletérias com o passar do tempo (MAROSI et al., 2012; SALLAM; LAHER, 2016; 

AGUILAR-ALONSO et al., 2018). 

As ERO, que compreendem todas as espécies oxidantes e radicalares, são 

encontradas em todos os sistemas biológicos como derivados do metabolismo do 

oxigênio molecular (O2) (STORZ, 2011, MALAVIYA et al., 2014). A produção dessas 

espécies reativas é parte integrante do metabolismo e está presente notadamente nos 

processos bioenergéticos. Além disso, concentrações controladas de ERO são 

fundamentais para o estímulo ao crescimento e diferenciação celular, fagocitose, 

sinalizações intracelulares, síntese de substâncias e mecanismos de defesa na 

resposta inflamatória frente a presença de patógenos (HEKIMI et al., 2011; RAHAL et 

al., 2014; MARGARITELIS et al., 2016). Em contrapartida, o estado de estresse redox 

pode ser definido como o aumento relativo de ERO superior à capacidade 

antioxidante, e que pode culminar em alterações de vias de sinalização até danos 
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celulares irreversíveis (JONES, 2006; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; BIRBEN 

et al., 2012). 

O estresse redox e inflamação compartilham vias de sinalização. Ao danificar 

macromoléculas, ERO podem iniciar a inflamação, ao passo que também são produto 

de processos inflamatórios (DALLE; ROSSMEISLOVA; KOPPO, 2017). O 

envelhecimento é acompanhado por um estado de inflamação crônica que é 

principalmente atribuída à adiposidade.  O aumento do infiltrado de células 

inflamatórias no tecido muscular contribui para liberação de mediadores pró-

inflamatórios, como as citocinas TNF-α, IL-6 e IL-1β, e ERO produzidas via 

lipoxigenase, NADPH oxidase, xantina oxidase e óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS). O aumento da adiposidade, comumente observada no envelhecimento 

associado ao sedentarismo, induz a liberação de adipocinas pró-inflamatórias, 

contribuindo para manutenção da inflamação (SALLAM; LAHER, 2016; DARBAND et 

al., 2019). Nesse sentido, citocinas como TNF-α e IL-1β podem induzir E3 ubiquitina 

ligases músculo-específicas, incluindo atrogina-1 e MuRF-1, contribuindo para 

ativação das vias de degradação proteica, e consequentemente, maior atrofia 

muscular (TANG; WAGNER; BREEN, 2010). 

 

 

Figura 1. Resumo dos eventos deletérios associados ao envelhecimento e obesidade sobre a estrutura 

e função muscular. 
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2.2 OBESIDADE E ALTERAÇÕES MORFOFUNCIONAIS MUSCULARES 

 

 

A prevalência da obesidade atinge aproximadamente um terço da população 

mundial pode ser classificada em sobrepeso ou obesa (MOKDAD et al., 2018). A 

obesidade é um distúrbio metabólico que, fisiologicamente, afeta todas as funções 

corporais e se caracteriza como importante ameaça à saúde pública, fortemente 

associada ao risco de surgimento e desenvolvimento de doenças cardiovasculares, 

metabólicas, cânceres e uma série de distúrbios osteomusculares (CHOOI et al., 

2019); além disso, repercute negativamente sobre a saúde mental, qualidade de vida 

e produtividade (KIM et al., 2016; PARK et al., 2018; CHOOI et al., 2019). A principal 

causa da obesidade é o desbalanço energético promovido pelo maior ganho calórico 

em detrimento do gasto, frequentemente devido ao consumo de dietas hipercalóricas 

(BAEK et al., 2018). 

A influência da ocidentalização e redução no nível de atividade física leva a 

gradativa alteração da composição corporal, de modo que o peso corporal, gordura 

visceral e deposição de gordura nos músculos esqueléticos aumentam 

progressivamente (LIU et al., 2019). O músculo esquelético é um dos principais órgãos 

envolvidos no metabolismo de glicose e lipídios, e achados em modelos animais já 

demonstraram que a utilização de uma dieta hiperlipídica leva ao comprometimento 

da expressão de genes envolvidos na via de captação de glicose dependente de 

insulina (COQUEIRO et al., 2019), redução do conteúdo e função de mitocôndrias 

musculares (CHEN et al., 2018; LEDUC‐GAUDET et al., 2018), além de induzir à 

atrofia muscular (ROSENO et al., 2015; ABRIGO et al., 2016). 

A exposição continuada à dieta hiperlipídica pode contribuir para significativa 

redução da força contrátil devido aos prejuízos da capacidade antioxidante e 

promoção de um estado inflamatório crônico (PINHO et al., 2017; HEO et al., 2018; 

ANDRICH et al., 2019). Os mecanismos de degradação e disfunção muscular na 

obesidade induzida por dieta hiperlipídica estão positivamente correlacionados com 

inúmeros fatores de risco e vias de sinalização, incluindo riscos cardiometabólicos 

(MA et al., 2016), pró-inflamatórios e de desbalanço redox (ABRIGO et al., 2016), 

autofagia (CHOI et al., 2017), além da ativação de vias catabólicas ubiquitina-

proteassoma (CHO et al., 2017) e supressão do eixo anabólico IGF/PI3K/Akt/mTOR 

(FERRETTI et al., 2018), resultando em atrofia e apoptose de fibras musculares. 
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O acúmulo de lipídios intramusculares pode também induzir à disfunção 

mitocondrial caracterizada pelo prejuízo da capacidade na β-oxidação e aumento na 

formação de ERO, estabelecendo um ambiente lipotóxico que, além de causar danos 

diretos às macromoléculas celulares, estimula a síntese e secreção de citocinas pró-

inflamatórias que reforçam a via de estresse oxidativo e ativam vias de proteólise e 

apoptose (SISHI et al., 2011; RUBIO-RUIZ et al., 2019). Adicionalmente, ERO 

funcionam como segundo mensageiros para TNF-α no músculo esquelético, e podem 

ativar direta e indiretamente o fator nuclear kappa B (NF-κB), que por sua vez atua 

como fator de transcrição de várias citocinas pró-inflamatórias (MARTINEZ et al., 

2016; RUBIO-RUIZ et al., 2019). 

A inflamação no contexto da obesidade é frequentemente caracterizada como 

um quadro inflamatório sistêmico de baixo grau, subclínico e persistente. Em adição 

às funções de estoque de reservas energéticas, o tecido adiposo desempenha 

ativamente funções endócrinas ao produzir moléculas que incluem citocinas pró-

inflamatórias (CASTRO et al., 2017). A produção dessas adipocinas, associada à 

marcada presença de macrófagos de fenótipo pró-inflamatório (M1) no tecido adiposo, 

contribui para a manutenção da inflamação sistêmica. As citocinas produzidas e 

liberadas pelos adipócitos e macrófagos incluem IL-1β, IL-6, IFN-γ, TNF-, TGF-β e 

MCP-1, marcadores pró-inflamatórios envolvidos na predição de doenças 

cardiovasculares (LOWE et al., 2014; CASTRO et al., 2017) e que participam 

ativamente na progressão do dano estrutural e funcional muscular esquelético 

(ABRIGO et al., 2016). 

 

 

2.3 MICRORNAS NA OBESIDADE SARCOPÊNICA  

 

 

Pouco mais de 20 anos após o reconhecimento dos microRNAs como uma 

extensa classe de RNAs pequenos em eucariotos (LAGOS-QUINTANA et al., 2001; 

SHANG et al., 2023), os mecanismos regulatórios exercidos pelos microRNAs 

permanecem como um campo fértil de investigações, onde inúmeras lacunas ainda 

existem. MicroRNAs são RNAs não codificantes com aproximadamente 22 

nucleotídeos em comprimento, e sua via de biogênese canônica conservada entre 

vertebrados consiste na formação de transcritos de microRNA primários (pri-miRNA) 
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a partir da atividade da RNA polimerase II. Em seguida, o pri-miRNA é clivado ainda 

dentro do núcleo pela nuclease Drosha, e o microRNA precursor (pre-miRNA) 

resultante é reconhecido pelo receptor transportador nuclear Exportin 5, que exporta 

o pre-miRNA para o citoplasma. Já no citoplasma, o pre-miRNA é novamente clivado 

pela nuclease Dicer, que retira o loop terminal que caracteriza a forma de grampo do 

pre-miRNA, dando origem a um miRNA de fita dupla imaturo, que é acoplado à 

proteína Argonaute (AGO). Após remoção da fita complementar pela AGO, o 

microRNA agora maduro servirá como guia do complexo efetor, conhecido como 

complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC, do inglês RNA-induced silencing 

complex), para silenciamento de RNA mensageiros alvos (SHANG et al., 2023). 

Até o momento, mais de 2600 microRNAs já foram descobertos, aos quais é 

atribuída a regulação de dois terços do genoma humano (KOZOMARA et al., 2019; 

PLOTNIKOVA et al., 2019; DOWLING et al., 2022). Nessa perspectiva, a interrupção 

da maquinaria que caracteriza a função regulatória dos microRNAs tem impactos 

severos sobre a embriogênese em todos os animais estudados. No entanto, apesar 

de já estar claro que coletivamente os microRNAs são essenciais para o 

desenvolvimento e posterior manutenção dos mecanismos fisiológicos, o 

entendimento das funções individuais de cada microRNA é o maior desafio 

(DEXHEIMER, COCHELLA, 2020), principalmente quando levado em conta que o 

padrão de expressão de microRNAS é notavelmente diferente nas condições de 

saúde e doença (LI et al., 2021). 

O componente genético e epigenético fazem parte da intrincada rede 

multicausal que caracteriza a etiologia da obesidade. Abordagens ômicas 

demonstram a correlação entre a expressão de diferentes microRNAs em diferentes 

tecidos, e a obesidade e síndrome metabólica (JIANG et al., 2009; DUMORTIER et 

al., 2013; LANDRIER et al., 2019). Dentre os microRNAs modulados na obesidade, 

evidências sugerem que algumas famílias de microRNAs estão mais desreguladas, 

como é o caso, dentre outros, da família miR-21/590-5p (PALMER et al., 2014; 

LANDRIER et al., 2019). Em indivíduos obesos, a expressão do miR-21 está 

aumentada no tecido adiposo em comparação ao grupo controle (KELLER et al., 

2011), e o tratamento com (LNA)-miR-21 (do inglês locked nucleic acid) leva à perda 

de peso e redução do tamanho de adipócitos em camundongos db/db (SEEGER et 

al., 2014). 
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Em uma extensa revisão sistemática recente, os autores relataram um total 

de 351 miRNAs identificados na obesidade, e 157 na sarcopenia. Desses, 55 miRNAs 

apresentaram relação com ambas as condições (DOWLING et al., 2022). Ainda no 

estudo de revisão, foi observado que os microRNAs identificados possuem alvos em 

diferentes vias relacionadas à função e estrutura muscular, como a homeostase 

proteica, dinâmica mitocondrial, switching do tipo de fibras musculares, resistência à 

insulina além de adiposidade e adipogênese. Ademais, evidências indicam que a 

senescência altera o perfil de microRNAs no músculo esquelético, e que essa 

mudança exerce prejuízo da qualidade e quantidade muscular (DRUMMOND et al., 

2011; SANNICANDRO et al., 2019).   

Alguns microRNAs parecem estar relacionados especificamente com o 

músculo esquelético, contribuindo tanto para o crescimento e manutenção da massa 

muscular (e. g. miR-1, miR-126 e miR-486) ao regularem negativamente as vias de 

proteólise, ou por outro lado, acelerando a perda muscular (e. g. miR-21, miR-206 e 

miR-628), ao interferir nos eixos anabólicos clássicos, como IGF-1 e PI3k/AKT/mTOR 

(GAO et al., 2021). Nesse sentido, já foi demonstrado que em ratos envelhecidos, o 

treinamento de longo prazo em esteira causou aumento da expressão muscular do 

miR-486, um microRNA normalmente reduzido no envelhecimento (MARGOLIS et al., 

2017), e que contribui para ativação da via PI3K/AKT/mTOR ao ter como alvo de 

silenciamento a proteína PTEN, um regulador negativo da via anabólica (GAO et al., 

2021).  

 

 

2.4 EFEITOS DO EXERCÍCIO FÍSICO SOBRE A ESTRUTURA E FUNÇÃO 

MUSCULARES  

 

 

A prática regular de exercícios físicos está amplamente associada a 

alterações morfofuncionais que culminam na melhora dos mecanismos fisiológicos 

relacionados à capacidade do organismo em lidar ou se adaptar a fatores estressores 

extrínsecos (e.g., sedentarismo, dietas hipercalóricas e tabagismo) e intrínsecos (e.g., 

senescência) (BOOTH et al., 2012; FRANCESCATO et al., 2018; COQUEIRO et al., 

2019). Há evidências sólidas da efetividade do exercício enquanto medida preventiva 

em indivíduos saudáveis, bem como escolha terapêutica para atenuação, e muitas 
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vezes reversão, de agravos associados a condições patológicas pregressas 

(PEDERSEN; SALTIN, 2015; THORNTON et al., 2016; COQUEIRO et al., 2019). 

Estudos em humanos e modelos animais já demonstraram que o exercício 

atua diretamente sobre a composição corporal ao aumentar a massa muscular e 

reduzir a adiposidade, além da melhora na sinalização insulínica muscular, 

homeostase glicêmica, níveis pressóricos arteriais e nos perfis inflamatório e oxidativo 

de maneira geral (XU et al., 2011; KHOO et al., 2015; COQUEIRO et al., 2019). 

Do ponto de vista fisiológico é notória a elevação da taxa metabólica durante 

a realização do treinamento, podendo aumentar em muitas vezes a demanda 

energética em relação aos valores de repouso, com consequente elevação do 

metabolismo oxidativo e assim, ao aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio especialmente em nível mitocondrial (HOLLOSZY et al., 1967; COFFEY et 

al., 2006). Entretanto, estudos prévios já demonstraram que o exercício físico torna 

mais eficiente o sistema de defesa antioxidante e melhora a capacidade oxidativa dos 

sistemas orgânicos, estabelecendo mecanismo compensatório entre a relação dano-

reparo, de modo que a produção de espécies reativas de oxigênio resultante do 

exercício induz cascata de eventos moleculares envolvidos na regulação positiva da 

transcrição de fatores antioxidantes (OGONOVSZKY et al., 2005; AZIZBEIGI et al., 

2014; ABREU et al., 2015). 

Estudos anteriores já demonstraram a relevante participação do exercício 

enquanto mecanismo protetor, tecidual e sistêmico, da manutenção do equilíbrio 

redox e melhora do perfil inflamatório ao reduzir os efeitos deletérios decorrentes de 

condições patológicas envolvidas com o aumento do estresse oxidativo e atividade 

inflamatória (AZIZBEIGI et al., 2014; COQUEIRO et al., 2019). Tais evidências 

permitem postular que as rotinas de exercício podem ser úteis em prevenir agravos à 

saúde associados a diferentes riscos internos e ambientais, aos quais os indivíduos 

estão diariamente expostos e que promovem perturbações no balanço redox e 

parâmetros inflamatórios. 

Os mecanismos pelos quais o exercício físico, por si só, reduz a atividade 

inflamatória sistêmica ainda necessitam ser esclarecidos. Entretanto, estudos já 

demonstraram efeitos benéficos sobre a regulação da produção de citocinas 

moduladoras da inflamação (e.g., IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α), além da redução da 

adiposidade total que está diretamente envolvida com recrutamento, produção e 

liberação de componentes celulares e solúveis inflamatórios, comumente observados 
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nos depósitos de tecido adiposo branco em condições de obesidade (PINTO et al., 

2012; COQUEIRO et al., 2019). 

Já foi descrito na literatura que o treinamento aeróbico de intensidade 

moderada em esteira foi capaz de atenuar a inflamação, em modelo de obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica, tanto pela supressão do infiltrado de macrófagos, 

como por acelerar a conversão de macrófagos M1 em M2 (KAWANISHI et al., 2010). 

Macrófagos M1 produzem grande quantidade de mediadores pró-inflamatórios como 

espécies oxidantes citotóxicas e quimiocinas que intensificam a lesão inflamatória 

inespecífica ao estimular o recrutamento de novos macrófagos e de outros leucócitos 

circulantes. Já macrófagos M2 possuem funções regulatórias, relacionadas ao fim da 

inflamação e início do reparo tecidual (JUNG; CHOI, 2014; CAO et al., 2015; KANG et 

al., 2016). 

Os desfechos benéficos associados à prática regular de exercício físico estão 

amplamente descritos na literatura, entretanto, grande parte dos eventos moleculares 

envolvidos ainda necessitam ser esclarecidos. A noção do músculo esquelético 

enquanto órgão de pronunciada função endócrina é particularmente recente, sendo 

assim proposta por Steensberg et al. (2001) em estudo onde a realização de exercício 

físico levou à liberação da citocina IL-6 pelo músculo em resposta a contração.  

Atualmente já se sabe que essa relação endócrina não se restringe a apenas miocinas 

como as citocinas IL-6, IL-10, mas também à outras substâncias (PEDERSEN et al., 

2012; SAFDAR et al., 2016) como a irisina, proteína responsável, dentre outras 

funções, pelo crosstalk entre o músculo esquelético e o tecido adiposo (LIU et al., 

2015). 

Notadamente, grande atenção tem sido voltada para a participação dos 

microRNA nos efeitos musculares e sistêmicos provocados pelo exercício físico. Um 

único microRNA pode ter como alvo centenas de genes diferentes, e a complexidade 

de suas ações aumenta uma vez que podem agir sobre outros microRNA. Em 

conjunto, peptídeos, metabólitos, demais ácidos nucleicos e microRNA constituem as 

chamadas “exercinas” que são produzidas pelos músculos frente ao estímulo contrátil 

do exercício físico, e liberadas sistemicamente através de microvesículas carreadoras 

(SAFDAR et al., 2016; WHITHAM et al., 2018). 

Frente ao exposto, considerando o potencial da prática regular de exercício 

na redução do estresse oxidativo, perfil inflamatório e melhora da estrutura e função 

muscular, é plausível hipotetizar que as modalidades de treinamento realizadas de 
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maneira preventiva e terapêutica contribuam de modo a atenuar os danos 

morfofuncionais causados pela associação entre sedentarismo, envelhecimento e 

obesidade. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

Estudos anteriores já demonstraram os efeitos isolados do envelhecimento 

(JOSEPH et al., 2019), da obesidade (LIU et al., 2019), e da associação de ambos 

(KOB et al., 2015) sobre a musculatura esquelética de roedores. Além disso, 

diferentes pesquisadores já observaram que o treinamento físico é capaz de atenuar 

os efeitos do envelhecimento (LIAO et al., 2017) e obesidade (HEO et al., 2018) sobre 

os mais diversos parâmetros fisiológicos. Entretanto, são menos comuns os estudos 

que avaliaram os efeitos preventivo e terapêutico do treinamento físico aeróbico sobre 

as alterações funcionais do músculo esquelético em um modelo simultâneo de 

envelhecimento e obesidade induzida por dieta. Dentre os achados, há evidências de 

que a realização do treinamento é capaz de atenuar o prejuízo funcional muscular 

causado pela associação entre envelhecimento e obesidade sobre o metabolismo de 

glicose de animais (COQUEIRO et al., 2019). No entanto, não foram encontrados 

estudos que elucidaram o efeito protetor do treinamento físico sobre parâmetros 

morfofuncionais musculares quando realizado previamente e/ou após a indução da 

obesidade ao longo da vida.  

Diversos mecanismos moleculares parecem estar envolvidos nos eventos 

musculares e sistêmicos evocados pela prática de exercício físico. Um corpo 

crescente de evidências aponta para a atividade endócrina dos músculos exercitados, 

que produzem e liberam vesículas que carreiam diferentes moléculas (e.g., citocinas 

e microRNAs) mediadoras dos efeitos benéficos do exercício (SAFDAR et al., 2016; 

WHITHAM et al., 2018). Estudos in vitro já demonstraram que o tratamento de culturas 

celulares com o soro de indivíduos treinados é capaz de aumentar a proliferação de 

mioblastos (NGUYEN et al., 2014) e até mesmo reduzir a viabilidade de células 

tumorais (OPOKU-ACHEAMPONG et al., 2019), mas pouco se sabe quanto aos 

efeitos desse tratamento sobre a expressão de genes envolvidos no turnover proteico 

em cultura de células musculares. 

Nesse contexto, o presente estudo contribuirá com evidências dos efeitos do 

treinamento físico aeróbico quando realizado terapeuticamente ou ao longo da vida 

sobre a estrutura e função dos músculos esquelético e cardíaco em um modelo animal 

de envelhecimento e obesidade, além de elucidar alguns dos possíveis mecanismos 

moleculares em resposta ao exercício físico em estudos in vitro. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Investigar os efeitos do treinamento físico aeróbico quando realizado 

terapeuticamente ou ao longo da vida sobre alterações na morfologia, metabolismo, 

balanço redox, inflamação nos músculos gastrocnêmio e ventrículo cardíaco 

provocadas pela associação entre envelhecimento e obesidade em ratos Wistar. 

 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

4.2.1 Estudos in vivo: 

 

 

Avaliar os efeitos do treinamento físico aeróbico quando realizado 

terapeuticamente ou ao longo da vida, em um modelo animal de envelhecimento e 

obesidade, sobre: 

 

• A composição corporal; 

• Parâmetros histológicos e morfométricos no músculo gastrocnêmio e ventrículo 

cardíaco; 

• O perfil inflamatório e oxidativo no músculo gastrocnêmio e ventrículo cardíaco; 

• O nível de estresse oxidativo e função mitocondrial no músculo gastrocnêmio 

e ventrículo cardíaco; 

• O metabolismo de lipídios e glicogênio no músculo gastrocnêmio; 

• A expressão de genes associados ao balanço redox, inflamação e metabolismo 

proteico no músculo gastrocnêmio; 

• A expressão de microRNAs envolvidos na regulação do metabolismo no 

músculo gastrocnêmio. 
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4.2.2 Estudos in vitro: 

 

 

Avaliar os efeitos da exposição in vitro de macrófagos e mioblastos primários 

ao soro dos grupos experimentais do estudo in vivo sobre: 

 

• A produção de peróxido de hidrogênio e nitritos totais em macrófagos primários; 

• A expressão de genes envolvidos na resposta inflamatória em macrófagos 

primários; 

• A expressão de genes envolvidos no metabolismo proteico em mioblastos 

primários. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

5.1 ANIMAIS 

 

 

O protocolo experimental foi dividido em estudo piloto e estudo principal, e 

foram utilizados um total de 78 ratos Wistar machos e 6 camundongos BALB/c 

machos, com 4 meses de idade, os quais foram mantidos no biotério da Universidade 

Federal da Bahia, Campus Vitória da Conquista, em ambiente com controle de luz (12 

horas de luz, das 7 às 19h) e temperatura (23 ± 3ºC). Os animais foram acomodados 

em três ou quatro por caixa de polipropileno e tiveram livre acesso à água e ração. A 

massa corporal dos animais foi mensurada semanalmente por meio de balança digital 

(VL-3200H, Shimadzu, EUA). Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de 

Ética em Utilização de Animais do IMS/CAT-UFBA (protocolo: 079/2020 - Anexo I). 

Ao longo do experimento os ratos Wistar foram treinados ou não, e alimentados 

com ração controle comercial (Presence, Brasil) ou hiperlipídica purificada à base de 

caseína (Pragsoluções Biociências, Brasil). As composições bromatológicas das 

dietas encontram-se descritas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Composição bromatológica das dietas experimentais. 

Conteúdo (%) 
Dieta experimental 

Dieta controle Dieta hiperlipídica 

Matéria seca 87,0 85,1 

Cinzas 10,0 0,8 

Proteína bruta 23,0 15,1 

Extrato etéreo 4,0 30,5 

Carboidratos totais 62,0 42,8 

Energia metabolizável (Mcal/kg) 2,5 5,1 

 

Como descrito no Resource Book for the Design of Animal Exercise Protocols, 

da Sociedade Americana de Fisiologia, ratos são amplamente utilizados em 

experimentos voltados ao estudo de diferentes protocolos de treinamento, e são 

capazes de realizar exercício em esteira e apresentam padrão consistente de 
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treinamento (AMERICAN PHYSIOLOGICAL SOCIETY, 2006). Os protocolos de 

treinamento e indução à obesidade utilizados no presente projeto foram definidos 

segundo estudo anterior do nosso grupo de pesquisa com o mesmo modelo 

(COQUEIRO et al., 2019). 

O planejamento estatístico/delineamento experimental para a definição do 

tamanho dos grupos experimentais de ratos Wistar treinados ou não considerou o 

caráter crônico do estudo e o risco de perda amostral e inaptidão física ao longo do 

protocolo de treinamento. O número de ratos Wistar necessários para o presente 

projeto (8 animais por grupo) foi estabelecido com base nos estudos prévios 

realizados com treinamento físico em esteira motorizada (CHO et al., 2017; ORGAN 

et al., 2018; COQUEIRO et al., 2018). 

O número de camundongos BALB/c que foi utilizado nos estudos in vitro foi 

definido tendo em vista o rendimento de macrófagos isolados (0,5 a 1x107 

células/camundongo) e a necessidade da reprodutibilidade dos experimentos e 

resultados. A maior parte dos estudos encontrados na literatura que lançam mão da 

técnica de isolamento de macrófagos peritoneais não apresenta o número total de 

camundongos utilizados (PAVLOU et la., 2017; MARINKOVIC et al., 2017; HERMIDA 

et al., 2017; RICHARD et al., 2019). Dentre os artigos foi encontrado um estudo no 

qual os autores descrevem que para o isolamento com tioglicolato, 5 camundongos 

foram utilizados (CECÍLIO et al., 2011). Sendo assim, considerando a necessidade de 

elevado rendimento celular tendo em vista que para cada experimento realizado são 

necessárias replicatas e experimentos independentes, decidiu-se por utilizar 6 

camundongos BALB/c machos no total. 

 

 

5.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL - ESTUDO PILOTO 

 

 

O estudo piloto foi conduzido com o intuito de identificar o momento em que 

alterações de performance física, estrutura e função muscular se iniciam em resposta 

ao envelhecimento natural, e os efeitos do treinamento físico aeróbico sobre essas 

alterações. Sendo assim, inicialmente foram utilizados 41 ratos Wistar machos com 

idade inicial de 4 meses, que foram distribuídos aleatoriamente em 6 grupos 
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correspondentes à idade que foram acompanhados, como descrito a seguir e ilustrado 

na figura 2: 

• Grupo 4 meses (n = 5); 

• Grupo 8 meses (n = 5); 

• Grupo 12 meses (n = 7); 

• Grupo 14 meses (n = 8); 

• Grupo 18 meses (n = 8); 

• Grupo 20 meses (n = 8). 

Figura 2. Fluxograma experimental do estudo piloto para avaliação temporal da performance física dos 

4 aos 20 meses de idade dos ratos Wistar machos. 

 

Para avaliação dos efeitos do treinamento físico aeróbico sobre as alterações 

musculares decorrentes dos estágios iniciais do envelhecimento, foram utilizados 26 

ratos Wistar machos com idade inicial de 4 meses, que foram distribuídos 

aleatoriamente em dois grupos: grupo mantido sedentário (n = 13) e grupo que iniciou 

o protocolo de treinamento aeróbico (n = 13). Ao completarem 8 meses de idade, 5 

animais de cada grupo foram eutanasiados formando os grupos jovens, sedentário e 

treinado. Os demais animais seguiram no experimento até completarem 14 meses de 

idade, e constituíram os grupos envelhecidos sedentário e treinado. Assim, a primeira 

parte do estudo contará com 4 grupos experimentais, como especificado a seguir e 

ilustrado na figura 3: 

• Grupo jovem sedentário (n = 5); 

• Grupo jovem treinado (4 meses de treinamento) (n = 5); 

• Grupo envelhecido sedentário (n = 8); 

• Grupo envelhecido treinado (10 meses de treinamento) (n = 8). 
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Figura 3. Fluxograma experimental do estudo piloto para avaliação dos efeitos do treinamento físico 

sobre as alterações musculares nos estágios iniciais do envelhecimento. 

 

 

5.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL - ESTUDO PRINCIPAL 

 

 

O estudo principal foi dividido em duas partes, estudo in vivo e estudo in vitro. 

Sendo assim, para o estudo in vivo, 32 ratos Wistar machos com 4 meses de idade 

foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos: grupo mantido sedentário (n = 24) 

e grupo que iniciou o protocolo treinamento físico ao longo da vida (i. e. 14 meses de 

treinamento) (n = 8). Aos 9 meses de idade, os animais sedentários foram subdivididos 

em dois novos grupos: grupo mantido na dieta controle (n = 8), e grupo que passou a 

receber a dieta hiperlipídica (i. e. 5 meses de dieta hiperlipídica) (n = 16). Nessa 

mesma idade, os animais treinados também passaram a receber a dieta hiperlipídica. 

Ao completarem 12 meses de idade, os animais sedentários submetidos à dieta 

hiperlipídica foram subdivididos em dois grupos: grupo sedentário (n = 8), e grupo que 

iniciou o protocolo de treinamento terapêutico (i. e. 2 meses de treinamento) (n = 8). 

Ao final dos 14 meses de protocolo experimental, o estudo in vivo contou com 4 

grupos, como especificado a seguir e ilustrado na figura 4: 

• Grupo envelhecido sedentário (ESed); 

• Grupo envelhecido sedentário + dieta hiperlipídica (ESed+DHL); 

• Grupo envelhecido treinado terapeuticamente + dieta hiperlipídica (ETT+DHL); 

• Grupo envelhecido treinado ao longo da vida + dieta hiperlipídica (ETL+DHL). 
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Figura 4. Fluxograma experimental do estudo para avaliação dos efeitos do treinamento físico realizado 

terapeuticamente ou ao longo da vida sobre as alterações musculares em um modelo animal de 

envelhecimento e obesidade. 

 

 

5.4 PROTOCOLO DE TREINAMENTO FÍSICO 

 

 

5.4.1 Aclimatação e ambientação ao aparato de treinamento físico  

 

 

Antes de iniciar o protocolo de treinamento, todos os animais utilizados no 

presente estudo foram submetidos a um período de ambientação e aclimatação à 

esteira motorizada, que consistiu em um período de sete dias de ambientação e 

aclimatação ao aparato de treinamento. Os animais foram colocados durante dois dias 

consecutivos em esteira motorizada (AVS Projetos, Brasil) desligada por 5 minutos 

para ambientação. Durante os cinco dias consecutivos, a esteira foi ligada na 

velocidade de 10 m/min. Nesta velocidade, os animais correram por cinco minutos 

com 10% de inclinação. Ao final dos sete dias, os animais que não apresentaram um 

padrão consistente de corrida (corrida contínua sem interrupções e sem necessidade 

de estímulos constantes) foram considerados inaptos e excluídos do estudo (n=4).  
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5.4.2 Avaliação da capacidade aeróbica 

  

 

Antes e ao longo de todo protocolo experimental, os grupos foram submetidos 

a testes máximos de capacidade aeróbica. A capacidade aeróbica máxima (CAmáx) foi 

avaliada por meio de um teste de corrida máximo em esteira elétrica (CUNHA et al., 

2012), cuja velocidade inicial foi de 10m/min em inclinação de 10%, com incrementos 

de 5 m/min a cada três minutos. O teste foi realizado até a exaustão dos animais, e o 

critério de fadiga utilizado foi a incapacidade de manter o padrão de corrida. 

Durante o período de treinamento, a capacidade aeróbica foi reavaliada a cada 

seis semanas nos grupos treinados para reajustar a intensidade do exercício. O teste 

de corrida máximo foi utilizado no estudo piloto para avaliação mensal da performance 

física dos animais ao longo dos 20 meses de acompanhamento para padronização do 

modelo de avaliação dos estágios iniciais do envelhecimento. 

 

 

5.4.3 Protocolo de treinamento aeróbico de moderada intensidade  

 

 

Os parâmetros de intensidade, frequência e duração para estabelecimento do 

protocolo de treinamento (Tabela 2) foram baseados em diretrizes internacionais para 

prescrição de exercício de endurance cardiorrespiratória (GARBER et al., 2011) e 

validados em estudo prévio do grupo (COQUEIRO et al., 2019), como se segue: 

Modalidade: exercício aeróbico em esteira elétrica com 10% de inclinação; 

Intensidade: 60% da CAmáx (moderado); 

Duração: 60 minutos contínuos; 

Frequência: dias alternados.  

 

Tabela 2. Protocolo de ajuste progressivo da intensidade e duração do treinamento. 

Parâmetros 
Dias de treinamento 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 ≥ 10 

% CAmáx  30 35 40 45 50 55 60 60 60 60 

Duração (min) 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 

CAmáx, capacidade aeróbica máxima 
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Ademais, a escolha do protocolo de treinamento está em concordância com 

Wang et al. (2020), que demonstraram em extensa revisão sobre os efeitos de 

protocolos de treinamento em diferentes modelos experimentais em ratos, que 

protocolos de treinamento de longa duração (6 semanas ou mais), 60 minutos por dia, 

seriam o meio mais eficaz para o tratamento de doenças que envolvem os sistemas 

motor, metabólico e cardiovascular (WANG et al., 2020). 

 

 

5.5 EUTANÁSIA DOS ANIMAIS E OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

 

Todos os animais foram eutanasiados por decapitação ao final de cada idade 

de acompanhamento no estudo piloto (4, 8, 12, 14, 18 e 20 meses) e após 24 horas 

da última sessão de treinamento no estudo principal. O sangue do tronco foi coletado 

em microtubos secos de 1,5mL e centrifugados (14.000 RPM a 4ºC por 15 minutos) 

para separação do soro, que foi armazenado em ultra freezer à -70ºC. 

O músculo gastrocnêmio dos dois membros posteriores foram dissecados, 

pesados, identificados e armazenados. Após a toracotomia, o coração foi dissecado 

e o ventrículo cardíaco foi pesado, identificado e armazenado. Os músculos das patas 

direitas e parte do ventrículo cardíaco foram congelados em nitrogênio líquido e 

guardados em ultra freezer -70ºC. Já os músculos esquerdos e a outra parte do 

ventrículo foram fixados para estudos histológicos e imuno-histoquímicos. Os 

depósitos de tecidos adiposos subcutâneo (TASC), epididimal (TAE), retroperitoneal 

(TAR) e mesentérico (TAME) foram coletados e pesados. A soma dos depósitos 

adiposos viscerais (TAE, TAR e TAME), foi utilizada para determinação do peso do 

tecido adiposo visceral (TAV). A massa magra dos animais de 4, 8, 12, 14, 18 e 20 

meses foi quantificada pela pesagem da carcaça livre das vísceras, cabeça, gordura, 

patas e cauda. 

 

 

 

 

 

 



24 
 

5.6 ESTUDOS HISTOLÓGICOS 

 

 

Logo após a coleta, as amostras de músculo gastrocnêmio e ventrículo 

cardíaco foram fixados por 24h em solução Methacarn (v/v 60% metanol, 30% 

clorofórmio e 10% ácido acético glacial). Em seguida, a solução foi substituída por 

álcool etílico 70%, e mantida até o momento do processamento das amostras. Após 

seleção macroscópica, os cortes transversais foram desidratados (4 banhos de álcool 

etílico 100%, seguidos de 2 banhos de xilol PA, por 30 minutos cada, à 60°C) e 

parafinizados (2 banhos de parafina histológica, durante 1 hora, cada à 60°C). Após 

a parafinização, os tecidos foram submetidos à inclusão em parafina e cassetes 

histológicos. Os blocos de tecidos parafinizados foram cortados em secções de 4 μm 

de espessura em micrótomo, e montados em lâminas de vidro. As secções foram 

desparafinizadas em xilol 3 vezes, por 5 min cada, hidratadas em etanol 100, 95 e 

75% por 5, 4 e 1 min, respectivamente, e coradas com hematoxilina e eosina (HE) ou 

Tricrômio de Masson. Com o auxílio de uma câmera (Kontron Electronic KS-300, 

Eching, Germany) acoplada a um microscópio de luz (BX51, Olympus, Japão), 100 

campos do tecido muscular (25 fotos de 4 quadrantes do músculo gastrocnêmio e 

ventrículo cardíaco) foram fotografados no aumento de 200x. 

 

 

5.6.1 Determinação do número de fibras por campo e análise morfométrica do 

gastrocnêmio e ventrículo cardíaco 

 

 

A contagem do número de fibras musculares, medidas da área seccional das 

fibras (ASF) (total de 100 fibras por animal), área marcada por tricrômio de Masson e 

espessura da parede do ventrículo esquerdo (EPVE) foram feitas a partir das 

fotomicrografias histológicas com auxílio do programa Image J 1.44P (National 

Institutes of Health, EUA). 
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5.7 ESTUDOS IMUNO-HISTOQUÍMICOS 

 

 

Após desparafinização e hidratação das secções histológicas do músculo 

gastrocnêmio e ventrículo, os antígenos de interesse foram recuperados pelo 

tratamento com tampão citrato. Resumidamente, as secções imersas em tampão 

citrato (10 mM), pH 6,0, foram aquecidas em microondas na potência máxima (900 

W) por 1 min. Em seguida, foram mantidas por mais 4 min sob potência média (450 

W), e resfriadas em banho de gelo por 20 min. As peroxidases endógenas foram 

inibidas mediante a incubação das secções com azida sódica (0,1%) e H2O2 (0,3%) 

por 10 min. As lâminas foram lavadas duas vezes, 5 min cada, com PBST (PBS 

acrescido de Tween® 20 0,1%). Nos casos em que foram utilizados anticorpos 

primários policlonais, a ligação inespecífica de imunoglobulinas foi bloqueada pela 

incubação com solução de soro de cabra (20%) em cuba úmida por 30 min. As seções 

foram incubadas em cuba úmida overnight com os anticorpos anti-NF-κB/RelA (p65) 

(1:100, ab7970, Abcam, United Kingdom), anti-GPx1 (1:200, PA5-30593, Invitrogen, 

USA), anti-nitrotirosina (1:100, MCA4761, Bio-Rad, USA) e anti-8OHdG (1:300, bs-

1278R, Bioss Antibodies, USA). Após incubação, o excesso de anticorpo primário foi 

removido em duas lavagens, 5 min cada, com PBST. As lâminas foram incubadas 

com o anticorpo secundário biotinilado anti-imunoglobulina de camundongo ou cabra, 

respeitando as especificidades dos anticorpos primários, por 1 h. Após duas lavagens, 

5 min cada, com PBST, após a incubação por 30 min com o complexo avidina-biotina-

peroxidase (Vector laboratories, USA) o produto da reação foi detectado pela cor 

desenvolvida com Stable DAB (Invitrogen, reagente completo com 3,3-

diaminobenzidina e H2O2) em aproximadamente 6 min. As lâminas foram 

contracoradas com hematoxilina de Harris por 40 seg. Ao final, 30 campos aleatórios 

das secções foram fotografados com auxílio de uma câmera digital (Kontron Electronic 

KS-300, Eching, Germany) acoplada a um microscópio de luz (BX51, Olympus, Japão) 

sob aumento de 200x. A área de marcação foi mensurada em µm2 com auxílio do 

programa ImageJ 1.44P (National Institutes of Health, EUA). 
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5.8 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS 

 

 

As concentrações de proteínas totais das amostras dos homogenatos do 

músculo gastrocnêmio e ventrículo cardíaco foram determinadas pelo ensaio 

colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976) a 595 nm conforme recomendações do 

fabricante (Sigma-Aldrich, EUA). A albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich, EUA) foi 

utilizada para construção da curva de padrão de calibração (0 - 1,4 mg/mL). 

 

 

5.9 AVALIAÇÃO DO METABOLISMO MUSCULAR E FUNÇÃO MITOCONDRIAL 

 

 

5.9.1  Dosagem de triglicerídeos totais 

 

 

Os triglicerídeos totais foram extraídos do músculo gastrocnêmio conforme 

adaptações do método descrito por Folch, Less e Stanley (1957). Resumidamente, 

amostras congeladas do músculo (100 mg) foram pesadas e colocadas em tubos aos 

quais foi adicionado 1900 µL de solução clorofórmio:metanol (2:1) e homogeneizados 

e em seguido mantidos em agitação em vórtex por 3 minutos. Em seguida foram 

adicionados 400µL de metanol e os tubos foram centrifugados a 3.000rpm por 10 

minutos (Z 36 HK, Hermle-Labortechnik, Alemanha). O sobrenadante foi transferido 

para tubos falcon de peso conhecido, aos quais foram adicionados 800µL de 

clorofórmio e 640µL de solução de NaCl a 0,73%. A solução foi centrifugada 

novamente a 3.000 rpm por 10 minutos (80-2B, Daiki®, China), o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado foi lavado por 3 vezes com 600µL de solução Folch (3% 

de clorofórmio, 48% de metanol, 47% de água destilada e 2% de NaCl a 0,2%). A 

cada lavagem, realizou-se a centrifugação a 3.000 rpm por 10 minutos, com descarte 

do sobrenadante. Após a última lavagem e descarte do sobrenadante, os tubos falcon 

foram levados à estufa (60°C) até a completa evaporação e, em seguida, pesados 

para quantificação dos lipídios extraídos. O extrato lipídico seco foi ressuspendido em 

1mL de isopropanol, homogeneizado em vórtex e as concentrações triglicerídeos 

totais foram mensuradas por meio de kit comercial colorimétrico (Bioclin®, Brasil). As 
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leituras das absorbâncias foram realizadas por espectrofotometria (SP 2000 UV, 

BEL® Photonics, Brasil) no comprimento de onda de 492nm e as concentrações foram 

corrigidas pela quantidade de extrato lipídico seco presente nos tubos falcon e 

expressas em mg/g de tecido muscular. 

 

 

5.9.2 Dosagem de glicogênio total 

 

 

Para a dosagem do glicogênio no músculo gastrocnêmio, as amostras 

congeladas foram submetidas ao método de dosagem do glicogênio por hidrólise com 

ácido clorídrico (HCl) como descrito por Passonneau & Lauderdale (1974). As 

amostras de tecido muscular congeladas foram pesadas, digeridas com NaOH 1 mol/L 

à 80°C por 10 min, neutralizadas com HCl 1 mol/L, e em seguida misturadas com HCl 

6 mol/L. A solução resultante foi incubada à 85°C por 2h e neutralizada com NaOH. A 

concentração de glicose hidrolisada foi medida através do ensaio de dosagem de 

glicose pela reação da glicose-6-fosfato hexoquinase do kit Glicose HK Liquiform 

(Labtest, Brasil), e o resultado foi expresso como mg/g de músculo (CAO et al., 2012). 

 

 

5.9.3 Atividade da enzima citrato sintase 

 

 

O método proposto por Spinazzi et al (2012) descreve a medida da atividade 

da enzima citrato sintase (CS) que é utilizada como marcador exclusivo da abundância 

de mitocôndrias presentes no tecido ou cultura celular de interesse. A CS é a enzima 

inicial do ciclo do ácido tricarboxílico, e catalisa a reação entre a acetil Coenzima A 

(acetil CoA) e oxalacetato para formar o ácido cítrico e CoA ligada a um grupo tiol 

(CoA-SH). O ensaio colorimétrico se baseia na reação entre o ácido 5’,5’-ditiobis 2-

nitrobenzóico (DTNB) e CoA-SH para formar o ácido 5-tio-2-nitrobenzóico (TNB), de 

modo que o aumento progressivo da absorbância é proporcional à atividade da CS. 

Para realização do ensaio, o músculo gastrocnêmio e ventrículo cardíaco foram 

homogeneizados na proporção de 100mg/mL em tampão Tris HCL 250 mM, pH 7,4 

suplementado com sacarose (85,4 mg/mL), em seguida centrifugados a 600xg por 10 
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minutos à 4º C (Z 36 HK, Hermle-Labortechnik, Alemanha) e os sobrenadantes 

separados para o ensaio. Para cada poço da placa de 96 poços foram adicionados 

126 uL do mix reacional (100 uL de tampão Tris HCL 200 mM + Triton 100x 0,2%, 20 

uL de DTNB 1 mM e 6 uL de Acetil CoA) e 64 uL da amostra. A reação foi iniciada ao 

adicionar 10 uL de oxalacetato 10 mM a cada poço, e o aumento da absorbância foi 

monitorado em espectrofotômetro de placa (Thermoplate, Tp-reader, EUA) a cada 10 

segundos, durante 3 minutos. A atividade da CS foi calculada utilizando a fórmula 

descrita: 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑑𝑎𝐶𝑆 =
(∆𝐴412 𝑚𝑖𝑛⁄ × 1,000)

[(13,6𝑚𝑀−1𝑐𝑚−1 × 𝑉𝐴) × (𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑚𝑔 𝑚𝑙⁄ )]
 

 

Onde: 

ΔA412 é a média do delta da absorbância por minuto; 

13,6 é o coeficiente de extinção molar do DTNB em unidades de mM-1 cm-1; 

VA é o volume de amostra em mL.  

A atividade específica da CS foi expressa como nmol/min/mg de proteína. 

 

 

5.10 AVALIAÇÃO DO BALANÇO REDOX 

 

 

5.10.1 Peroxidação lipídica 

 

 

A peroxidação lipídica no homogenato do músculo gastrocnêmio e ventrículo 

cardíaco foi estimada pelo ensaio de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (do 

inglês, thiobarbituric acid reactive substances - TBARS) (DRAPER et al., 1993). Com 

o auxílio do sistema TissueRuptor (Qiagen, EUA), os músculos (100 mg/mL) foram 

homogeneizados em tampão Tris HCl (50 mM), pH 8,0. Em seguida, o homogenato 

foi centrifugado (Z 36 HK, Hermle-Labortechnik, Alemanha) a 1.600xg por 10 min a  

4ºC para coleta do sobrenadante. Posteriormente, o sobrenadante no volume final de 

100 µL foi adicionado de 100 µL de ácido tricloroacético - TCA (10%) para precipitação 

das proteínas, e 800 µL de ácido tiobarbitúrico (0,53%, dissolvido em ácido acético a 

20%) como reagente de cor da reação. A mistura reacional foi incubada por 1 h a 95 
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ºC, e em seguida resfriada em gelo por 10 min a fim de cessar a reação. As amostras 

foram novamente centrifugadas a 1.600xg por 10 min a 4 ºC, e a absorbância foi lida 

a 535 nm em espectrofotômetro (SP 2000 UV, BEL® Photonics, Brasil). A 

concentração de TBARS foi calculada interpolando a absorbância das amostras à 

curva padrão feita com malondialdeído (0 - 50 µM), normalizada pela concentração de 

proteínas e expressa como µmol/mg de proteína. 

 

 

5.10.2 Proteínas carboniladas 

 

 

O nível de proteínas carboniladas nos homogenatos do músculo gastrocnêmio 

e ventrículo cardíaco foi estimada pelo método descrito por Soglia et al. (2016) 

adaptado de Levine et al. (1990). Os músculos foram homogeneizados em solução 

gelada de KCl 0,15M (100mg/mL) e centrifugado (Z 36 HK, Hermle-Labortechnik, 

Alemanha) a 1.600xg por 10 min a 4 ºC para coleta do sobrenadante. Em seguida, 

100 µL do sobrenadante foi misturado a 1 mL de TCA 10% e centrifugado a 5000xg 

por 5 min. O sobrenadante foi descartado, e 400 uL de SDS a 5% foram adicionados 

ao pellet. A solução foi incubada em temperatura de fervura durante 10 min. As 

amostras foram então tratadas com DNPH 0,3% em HCl 3M, ou apenas com HCl 3M 

para o branco da reação específico para cada amostra. Após 30 min de incubação, 

400 uL de TCA 40% foram adicionados para precipitação das proteínas, e as amostras 

foram centrifugadas a 5000xg por 5 min. Após a remoção do sobrenadante, o pellet 

foi lavado três vezes com 1 mL de etanol:acetado de etila (1:1), e cada lavagem foi 

seguida da centrifugação a 10.000xg por 5 min para isolamento e descarte do 

sobrenadante. Após a última lavagem, o pellet foi dissolvido em 1,5mL de hidrocloreto 

de guanidina 6 M em NaH2PO4 20 mM, pH 6,5. Após incubação overnight a 4°C, a 

absorbância das amostras foi lida nos comprimentos de onda de 280 nm e 370 nm em 

espectrofotômetro (SP 2000 UV, BEL® Photonics, Brasil) para quantificação da 

concentração de proteínas e carbonilação, respectivamente. A concentração de 

proteínas carboniladas foi calculada pela fórmula descrita a seguir, e os resultados 

foram expressos como nmol/mg de proteína. 

𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜𝑛𝑖𝑙𝑎çã𝑜 =
|370| − |370|(𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)

22.000 × [|280| − (|370| − |370|(𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)) × 0,43]
× 106 
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5.10.3 Atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) 

 

 

A técnica para medir a atividade da enzima SOD, baseia-se na sua capacidade 

de inibir a auto-oxidação do pirogalol, de acordo com Marklund e Marklund (1974). 

Portanto, quanto maior a concentração de SOD na amostra, menor é a auto-oxidação 

do pirogalol. A SOD compete com o O2- formado pela auto-oxidação do pirogalol, que 

é responsável pela redução do MTT em cristais de formazana. No ensaio, 100 mg do 

músculo gastrocnêmio e ventrículo cardíaco foram homogeneizados com 1 mL de 

tampão fosfato (50mM, pH 7,0) e em seguida, centrifugados por 10 minutos a 

12.000xg a 4°C para coleta do sobrenadante. Em placa de 96 poços foram pipetados 

30 μL de amostra, 99 μL de tampão fosfato (50 mM, pH 7,0), 6 μL de MTT(1,25mM) e 

15 μL de pirogalol (100 μM). Para o branco foram pipetados 144 μL de tampão fosfato 

(50 mM) e 6 μL de MTT (1,25 mM), e para o padrão foram pipetados 129 μL de tampão 

fosfato (pH 7, 50 mM), 6 μL de MTT (1,25 mM) e 15 μL de pirogalol (100 μM). Em 

seguida, a placa foi incubada por 5 minutos em estufa a 37°C. Após a incubação, 150 

μL de DMSO foram adicionados a fim de parar a reação. As absorbâncias foram lidas 

(Thermoplate, Tp-reader, EUA) em um comprimento de onda de 570 nm. Os 

resultados foram expressos como U/mg de proteína, onde uma unidade de SOD é 

definida como a quantidade de enzima necessária para inibir 50% da oxidação do 

pirogalol. 

 

 

5.10.4 Atividade da enzima catalase 

 

 

A atividade da enzima catalase foi mensurada a partir da taxa de decaimento 

do peróxido de hidrogênio (H2O2) na absorbância de 240 nm (AEBI, 1984). 

Resumidamente, o músculo gastrocnêmio e ventrículo cardíaco foram 

homogeneizados em tampão fosfato de potássio 0,1 M (pH 7,2) na proporção de 100 

mg/mL, e em seguida centrifugados por 10 minutos a 10.000xg a 4 °C (Z 36 HK, 

Hermle-Labortechnik, Alemanha). O sobrenadante coletado (100 μL) foi incubado com 

900 μL do mix reacional (25 mL de tampão fosfato para 40 μL de H2O2 30%), e as 

absorbâncias imediatamente determinadas a cada 10 segundos, durante um minuto, 
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a 240 nm em espectrofotômetro (SP 2000 UV, BEL® Photonics, Brasil). O tampão 

fosfato foi utilizado como branco para zerar o aparelho. A atividade da catalase foi 

determinada pela diminuição da absorbância em 240 nm causada pelo 

desaparecimento do H2O2, e calculada pela fórmula descrita: 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑑𝑎𝑐𝑎𝑡𝑎𝑙𝑎𝑠𝑒 =
∆𝐴240 𝑚𝑖𝑛⁄

39.4𝑀−1𝑐𝑚−1
×
𝑉𝑅

𝑉𝐴
 

Onde: 

ΔA240 é o delta da absorbância por minuto; 

39,4 é o coeficiente de extinção molar do H2O2 em unidades de 39.4 M-1 cm-1 

VR é o volume de reação em mL;  

VA é o volume de amostra em mL.  

Uma unidade da enzima é equivalente a decomposição de 1 μmol de H2O2 por minuto 

a 25º C. Os resultados foram expressos como U/mg de proteína. 

 

 

5.10.5 Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) 

 

 

A medida da atividade da enzima GPx foi feita de acordo método proposto por 

Paglia e Valentine (1967). O método se baseia na oxidação da glutationa reduzida 

(GSH), catalisada pela GPx, acoplada à reciclagem da glutationa oxidada (GSSG) 

através da reação catalisada pela enzima glutationa redutase (GR) que utiliza o 

dinucleotídeo de nicotinamida-adenina-fosfato (NADPH) como cofator. O decréscimo 

na absorbância medida à 340 nm durante a oxidação do NADPH é indicativo da 

atividade da GPx. O músculo gastrocnêmio e ventrículo cardíaco foram 

homogeneizados em tampão Tris HCL 50 mM, pH 7,0 (tampão de ensaio) na 

proporção de 100 mg/mL. Após centrifugação a 10.000xg por 15 minutos à 4º C (Z 36 

HK, Hermle-Labortechnik, Alemanha), o sobrenadante foi coletado. Foram pipetados 

em cubeta 300 μL de tampão de ensaio, 250 μL de homogenato diluído em tampão 

de ensaio (1:10) e 400 μL do mix reacional (0,25 mM NADPH, 2,1 mM de GSH, 0,5 

U/mL de GR e 1 mM de azida sódica). A azida sódica foi adicionada ao meio para 

inibir a catalase que também utiliza o peróxido de hidrogênio como substrato. A reação 

foi iniciada pela adição de 50 μL de H2O2 0,2 mM, utilizado como substrato da reação. 

A decomposição do NADPH foi monitorada em espectrofotômetro (SP 2000 UV, BEL® 
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Photonics, Brasil) a 340 nm. Foram realizadas leituras consecutivas a cada 15 

segundos durante 6 minutos e a atividade da GPx calculada utilizando a fórmula 

descrita: 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑑𝑎𝐺𝑃𝑥 =
∆𝐴340 𝑚𝑖𝑛⁄

6,22 µ𝑚𝑜𝑙 𝑚𝑖𝑛⁄
×
𝑉𝑅

𝑉𝐴
 

 

Onde: 

ΔA340 é média dos deltas da absorbância por minuto; 

6,22 é o coeficiente de extinção molar do NADPH em unidades de μmol-1 cm-1; 

VR é o volume de reação em mL;  

VA é o volume de amostra em mL.  

Uma unidade de enzima é definida como a quantidade de enzima que causa a 

oxidação de 1 μmol de NADPH por minuto a 25º C. Os resultados foram expressos 

como U/mg de proteína. 

 

 

5.11 DOSAGEM DE CITOCINAS INFLAMATÓRIAS 

 

 

Os níveis de TNF-α e IL-6 e IL-10 foram quantificados por ELISA nos 

homogenatos de gastrocnêmio utilizando kits comerciais (Thermo Fisher Scientific, 

EUA), segundo as orientações do fabricante. As leituras das reações foram realizadas 

em espectrofotômetro de microplacas (Thermoplate, Tp-reader, EUA). 

 

 

5.12 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA NAS AMOSTRAS CONGELADAS 

 

 

5.12.1 Extração do ácido ribonucleico (RNA) 

 

 

O RNA total do músculo gastrocnêmio congelado foi extraído utilizando o 

reagente de lise TRIzolTM (Invitrogen, EUA) de acordo com as instruções do fabricante, 

e o sistema TissueRuptor (Qiagen, EUA) foi usado para homogeneização dos tecidos. 
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Durante o processo de purificação, o RNA foi tratado com TURBO DNA-freeTM 

(Invitrogen, EUA) para digestão de possíveis contaminações por ácido 

desoxirribonucléico (DNA), seguindo as orientações do fabricante. A concentração 

(ng/μL) e pureza (A260:A230 e A260:A280) do RNA total foram avaliadas por 

espectrofotometria (NanoDropTM 2000, Thermo Fisher Scientific, EUA). O RNA isolado 

foi mantido em ultra freezer à -80ºC até o momento da transcrição reversa. 

 

 

5.12.2 Síntese do DNA complementar (cDNA) e ensaios de reação em cadeia da 

polimerase em tempo real (qPCR) 

 

 

O cDNA foi sintetizado com até 2 µg do RNA total por meio do kit de transcrição 

reversa High-Capacity RNA-to-cDNATM (Applied Biosystem, EUA), seguindo as 

instruções do fabricante. Este material foi estocado em freezer à -80ºC até o momento 

da realização da qPCR. 

A expressão dos genes que codificam as proteínas TNF-α, IL-6, IL-10, Klotho, 

NRF2, SOD-1, Catalase, Gpx-1, HO-1, AKT, PI3K, MURF-1, Atrogin-1 e gliceraldeído 

3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foram quantificadas por qPCR utilizando o sistema 

PowerUpTM SYBRTM Green Master Mix (Applied Biosystem, EUA) a partir das 

amostras de cDNA na concentração de 100 ng/µL. Todos os procedimentos foram 

realizados em duplicata, conduzidos de acordo com as instruções do fabricante, sendo 

que o termociclador StepOne Plus (Applied Biosystem, EUA) foi utilizado para 

realização dos ensaios. 

As sequências específicas dos primers para os genes alvos estão descritas na 

tabela 3. Para atestar 100% de identidade das sequências de primers, os anelamentos 

foram realizados com auxílio da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) da plataforma online National Center for Biotechnology Information (NCBI). 

A partir da obtenção dos resultados de Ct (cycle treshold) fornecidos pelo 

termociclador, foi calculado a expressão relativa (fold-change) por meio do método 

comparativo (2-ΔΔCt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), e o gene GAPDH foi utilizado 

como controle endógeno para correção da amplificação de cada amostra. 
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Tabela 3. Sequência de primers utilizados nos ensaios de qPCR. 

Primers usados nas amostras de rato (Rattus norvegicus) 

Alvo Sequência dos nucleotídeos (5’ - 3’) Referência 

Tnf-α 
Forward: TGTGCCTCAGCCTCTTCTCATTC 

Reverse: CATTTGGGAACTTCTCCTCCTTG 
Fanaei et al., 2021 

Il-6 
Forward: GGTCTTCTGGAGTTCCGTTT 

Reverse: AGTTGGGGTAGGAAGGACTA 
Fanaei et al., 2021 

Il-10 
Forward: GACGCTGTCATCGATTTCTCC 

Reverse: AGTAGATGCCGGGTGGTTCA 
Ranjbaran et al., 2017 

Klotho 
Forward: CGTGAATGAGGCTCTGAAAGC 

Reverse: GAGCGGTCACTAAGCGAATACG 
Eltablawy et al., 2018 

Nrf2 
Forward: CACAGTGCTCCTATGCGTGA 

Reverse: TTCTGGGCGGCGACTTTATT 
Shen et al., 2017 

Sod-1 
Forward: ATGGGGACAATACACAAGGC 

Reverse: TCATCTTGTTTCTCGTGGAC 
Almaghrabi et al., 2015 

Catalase 
Forward: GTCCGATTCTCCACAGTCGC 

Reverse: CGCTGAACAAGAAAGTAACCTG 
Almaghrabi et al., 2015 

Gpx-1 
Forward: CACAGTCCACCGTGTATGCC 

Reverse: AAGTTGGGCTCGAACCCACC 
Almaghrabi et al., 2015 

Ho-1 
Forward: TCAGCACTAGTTCATCCCAG 

Reverse: AAGCTTTCTTAGAGGCCCAA 
Fanaei et al., 2021 

Akt 
Forward: GTGGCAAGATGTGTATGAG 

Reverse: CTGGCTGAGTAGGAGAAC 
Xing et al., 2019 

Pi3k 
Forward: AACACAGAAGACCAATACTC 

Reverse: TTCGCCATCTACCACTAC 
Xing et al., 2019 

Murf-1 
Forward: GCCAATTTGGTGCTTTTTGT 

Reverse: AAATTCAGTCCTCTCCCCGT 
Mochalova et al., 2019 

Atrogin-1 
Forward: CTACGATGTTGCAGCCAAGA 

Reverse: GGCAGTCGAGAAGTCCAGTC 
Mochalova et al., 2019 

Gapdh 
Forward: ATGCTGGTGCTGAGTATGTC 

Reverse: AGTTGTCATATTTCTCGTGG 
Li et al. 2020 
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5.13 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DOS microRNAS NAS AMOSTRAS FIXADAS 

 

 

5.13.1 Extração e purificação do RNA 

 

 

O RNA total do músculo gastrocnêmio fixado foi extraído utilizando o kit 

miRNeasy FFPE (QIAGEN, EUA) seguindo as orientações do fabricante. 

Resumidamente, foram feitos cortes de 15 µm de espessura de cada amostra 

parafinizada com auxílio de micrótomo, e imediatamente acondicionados em 

microtubos livres de nucleases. As amostras foram desparafinizadas com xilol, 

submetidas a digestão com proteinase K em aquecimento, e tratadas com DNase I 

para digestão de DNA contaminante. O RNA total, incluindo microRNA, foi então 

transferido para tubos com coluna de centrifugação RNeasy MinElute, lavado e 

finalmente eluído em 25 µl de água ultra-pura livre de RNase. A concentração (ng/µL) 

e pureza (A260:A230 e A260:A280) do RNA total foram avaliadas por espectrofotometria 

(NanoDropTM 2000, Thermo Fisher Scientific, EUA). O RNA isolado foi mantido em 

ultra freezer à -80ºC até o momento da transcrição reversa.  

 

 

5.13.2 Síntese do cDNA e ensaios de qPCR para os microRNAs alvo 

 

 

A síntese do cDNA foi feita através do kit miRCURY LNA RT (QIAGEN, USA), 

seguindo as orientações do fabricante. Resumidamente, 2 µL das amostras (5 ng/µL) 

foram adicionadas a microtubos de 200 µL contendo o mix para reação de transcrição 

reversa (2 µL de 5x miRCURY SYBR® Green RT Reaction Buffer, 4,5 µL de água livre 

de RNase, 1 µL de 10x miRCURY RT Enzyme Mix e 0,5 µL de UniSp6 RNA spike-in) 

e incubadas a 42°C durante 60 min, seguida de incubação a 95°C durante 5 min para 

inativação da enzima transcriptase reversa. As amostras foram imediatamente 

resfriadas em gelo e mantidas em ultra freezer à -80ºC até o momento dos 

experimentos de qPCR. 

 Os experimentos de qPCR para amplificação dos microRNAs de interesse 

foram feitos com o kit miRCURY LNA SYBR® Green PCR (QIAGEN, EUA), seguindo 
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as instruções do fabricante. Resumidamente, as amostras de cDNA foram diluídas 

60x e imediatamente utilizadas na reação. Os primers para o controle exógeno UniSp6 

e para os microRNAs miR-486 (GeneGlobe ID: YP00204001) e miR-21 (GeneGlobe 

ID: YP00204230) foram obtidos da QIAGEN. Foram utilizados 3 µL das amostras de 

cDNA diluídas, adicionada de 5 µL de 2x miRCURY SYBR® Green Master Mix, 0,05 

µL de ROX Reference Dye, 1 µL de cada primer ressupendido e 0,95 µL de água livre 

de RNase. As reações de qPCR foram conduzidas no termociclador QuantStudioTM 3 

System (Thermo Fisher Scientific, EUA). A partir da obtenção dos resultados de Ct 

(cycle treshold) fornecidos pelo termociclador, foi calculado a expressão relativa (fold-

change) por meio do método comparativo (2-ΔΔCt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), e o 

UniSp6 foi utilizado como controle para correção da amplificação de cada amostra. 

O estudo funcional de predição de vias dos microRNAs estudados foi feito 

utilizando a plataforma DIANA miRPath v4.0 (TASTSOGLOU et al., 2023) disponível 

em https://diana-lab.e-ce.uth.gr/app/miRPathv4. 

 

 

5.14 ESTUDOS IN VITRO 

 

 

5.14.1 Isolamento de macrófagos primários 

 

 

Foram utilizados 6 camundongos BALB/c machos, com 4 meses de idade aos 

quais foram injetados 2 mL de tioglicolato 3% por via intraperitoneal para o 

recrutamento de macrófagos (DOS SANTOS et al., 2023). Após 72h da administração 

do tioglicolato, os animais foram eutanasiados e os macrófagos foram coletados da 

cavidade peritoneal, isolados e cultivados em placas de 96 e 24 poços em meio DMEM 

suplementado com soro fetal bovino (SFB) e incubados à 37ºC na presença de CO2 

para estabelecimento da cultura. Após as 24h, o meio sobrenadante foi descartado e 

substituído por meio DMEM completo e suplementado com soro fetal bovino, e as 

células estavam prontas para serem utilizadas nos ensaios de exposição. 
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5.14.2 Isolamento mioblastos primários 

 

 

Para o isolamento de mioblastos primários, foi utilizado um rato Wistar macho 

com 4 meses de idade, de acordo método descrito por Liu et al. (2012). 

Resumidamente, após eutanásia, o membro posterior do rato foi dissecado e o 

músculo gastrocnêmio foi coletado em condição estéril. O músculo foi então cortado 

em blocos de aproximadamente 3 mm3, lavados com PBS e posicionados estáticos 

por 1 min. Os debris e líquido flutuantes foram descartados, e os blocos foram 

posicionados em placas de 6 poços. Em seguida, foram adicionados 300 µL de DMEM 

completo contendo SFB 10%, 100 UI/mL de penicilina e 100 UI/mL de estreptomicina. 

Os blocos foram incubados por 4h em estufa a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade. 

Em seguida à incubação, foram adicionados 2 mL de DMEM em cada poço, e o meio 

foi trocado a cada 2 dias. Quando as células cresceram para além dos blocos e 

alcançaram 80% de confluência, os blocos de músculo foram descartados e as células 

foram coletadas com tripsina 0,25% e transferidas para garrafa previamente coberta 

por Poly-l-lisina (0,1 mg/mL). Após 2h de incubação, o sobrenadante contendo os 

mioblastos foi coletado e transferido para uma nova garrafa. A técnica se baseia no 

princípio de que fibroblastos e células endoteliais se aderem mais facilmente que as 

células musculares. Após 24h do estabelecimento da cultura, as células estavam 

prontas para seguirem para os protocolos de exposição. 

 

 

5.14.3 Viabilidade celular  

 

 

Para atestar que a exposição com o soro dos animais do estudo in vivo não 

causaria citotoxicidade nas culturas celulares, foi realizado teste de viabilidade celular 

com os macrófagos primários. Para avaliar a viabilidade, o ensaio de MTT foi realizado 

de acordo com Gimenes et al. (2017), onde os macrófagos foram semeados a 3x104 

células por poço em microplacas de 96 poços. As células foram expostas ao meio 

DMEM suplementado com SFB 10% ou suplementado com o soro dos animais do 

estudo in vivo a 10%. As células foram incubadas em estufa a 37°C, 5% de CO2 e 

95% de umidade durante 24h. Ao final da incubação, a solução de MTT (MTT: 3-(4,5-
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dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio brometo) (5mg/mL, 10 µL por poço) foi 

adicionada e após 3h em incubadora, 100μL/poço de PBS contendo 10% de SDS e 

0,01M de HCl foi adicionado, mantendo a cultura a 37°C e 5% de CO2 por 18h. A 

leitura da absorbância foi feita através do espectrofotômetro de placas no 

comprimento de onda de 570 nm. A atividade metabólica celular, definida aqui como 

viabilidade celular, foi calculada conforme a seguir:  

 

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎𝑑𝑎𝑠𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎𝑑𝑜𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
𝑥100 

 

As células incubadas com SFB 10% foram consideradas como 100% viáveis. 

Triton 1% foi utilizado para a morte total das células. 

 

 

5.14.4 Dosagem de óxido nítrico e peróxido de hidrogênio (H2O2)  

 

 

Os níveis de óxido nítrico no sobrenadante das culturas de macrófagos 

primários foram medidos por método indireto através da dosagem de nitritos totais 

pelo ensaio de Griess (Green et al., 1982). Resumidamente, em placa de 96 poços 

foram pipetados 50 µL do sobrenadante das culturas de macrófagos e 50 µL de 

naftilenodiamina 0,1% seguido da incubação da placa no escuro e temperatura 

ambiente por 10 min. Após incubação, foi adicionado aos poços 50 µL de sulfanilamida 

1% em ácido fosfórico 5%, seguido de nova incubação durante 10 min. A absorbância 

foi determinada em espectrofotômetro de placas em 540 nm. Os valores de 

absorbância das amostras foram interpolados à equação da reta gerada pela curva 

padrão de nitrito de sódio (0 - 100 mM). 

A produção de H2O2 pelos macrófagos foi medida no sobrenadante das culturas 

através do kit Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase (Invitrogen, EUA), 

seguindo as orientações do fabricante. Na presença da peroxidase, o reagente 

Amplex® Red reage com o H2O2 produzindo um produto de oxidação vermelho 

fluorescente, a resorufina. Os valores de absorbância das amostras foram 

interpolados à equação da reta gerada pela curva padrão de H2O2 (0 - 5 µM). 
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5.14.5 Análise da expressão de genes envolvidos na resposta inflamatória e 

metabolismo proteico 

 

 

As culturas primárias de macrófagos e mioblastos (5x105 células por poço, 

placa de 24 poços) expostas durante 24h ao soro dos animais do estudo in vivo foram 

coletadas, preservadas em RNAlater (Invitrogen, EUA) e mantidas em ultra freezer -

80°C. A extração do RNA total, síntese do cDNA e ensaios de qPCR foram realizadas 

de acordo descrito anteriormente (tópico 4.13). Nas culturas de macrófagos foram 

analisadas a expressão dos genes MCP-1, TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10, e o gene ACTB 

(primers descritos na tabela 4) foi utilizado como controle endógeno para 

normalização dos valores de Ct obtidos. Nas culturas de mioblastos foram analisadas 

a expressão dos genes de ratos AKT, PI3K, MURF-1 e Atrogin-1, e o gene GAPDH 

(primers descritos na tabela 3) utilizado como controle endógeno para normalização 

dos valores de Ct obtidos. 

 

Tabela 4. Sequência de primers utilizados nos ensaios de qPCR. 

Primers usados nas amostras de camundongos (Mus musculus) 

Alvo Sequência dos nucleotídeos (5’ - 3’) Referência 

Mcp-1 
Forward: GCAGTTAACGCCCCACTCA 

Reverse: CCTACTCATTGGGATCATCTTGCT 
Newsome et al., 2014 

Tnf-α 
Forward: CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 

Reverse: TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 
Sun et al., 2016 

Il-1β 
Forward: AGAAGAGCCCATCCTCTGTGACTCATG 

Reverse: CACACACCAGCAGGTTATCATCA 
Markó et al., 2016 

Il-6 
Forward: TGATGCTGGTGACAACCACG 

Reverse: CAGAATTGCCATTGCACAACTC 
Sun et al., 2016 

Il-10 
Forward: TGAATTCCCTGGGTGAGAAG 

Reverse: TGGCCTTGTAGACACCTTGG 
Kosaka et al., 2011 

Actb 
Forward: TGTCCACCTTCCAGCAGATGT 

Reverse: GCTCAGTAACAGTCCGCCTAGAA 
Newsome et al., 2022 
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5.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Todas as variáveis de interesse deste estudo foram submetidas ao teste de 

normalidade Shapiro-Wilk. As comparações entre grupos do teste piloto foram feitas 

com o teste ANOVA para medidas repetidas (análise temporal) ou ANOVA one-way, 

seguida pelo pós-teste de Bonferroni. Para as análises entre grupos jovens e 

envelhecidos, sedentários e treinados, foi adotado delineamento fatorial (2x2) 

utilizando o teste ANOVA two-way. As análises do estudo principal in vivo e in vitro 

foram feitas através dos testes T de Student (ESed vs ESed+DHL) e ANOVA one-way 

(ESed+DHL vs ETT+DHL vs ETL+DHL) seguida do pós-teste de Tukey. As diferenças 

foram consideradas significativas quando o valor de p<0,05. As análises foram 

realizadas no programa GraphPad-Prism 9 (GraphPad Software; San Diego, CA, 

USA). As análises de correlações múltiplas foram realizadas utilizando o programa 

RStudio (1.2.5001© 2009–2019 RStudio, Inc.) com base nos resultados de correlação 

pelo teste de correlações de Spearman. 
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6 RESULTADOS  

 

6.1 ESTUDO PILOTO - MODELO PARA AVALIAÇÃO DOS EVENTOS INICIAIS DO 

ENVELHECIMENTO SOBRE A FUNÇÃO MUSCULAR 

 

 

6.1.1 Evolução do peso corporal 

 

 

A partir da análise da evolução do peso corporal, foi possível observar que os 

animais apresentaram ganho de peso contínuo e consistente ao longo dos 20 meses 

de protocolo experimental (Figura 5). 

 

Figura 5. Acompanhamento do peso corporal dos animais ao longo de 20 meses (n=8). A análise entre 

os valores de cada tempo foi feita através do teste ANOVA de medidas repetidas, seguida de 

comparações múltiplas pelo pós-teste de Bonferroni. Os resultados foram expressos como média ± 

desvio padrão da média. *Diferente dos demais tempos avaliados; #Diferente dos tempos 16, 18 e 20; 

†Diferente do tempo 20. 
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6.1.2 Performance física 

 

 

Os resultados obtidos através do teste máximo de corrida em esteira 

motorizada evidenciaram uma redução da performance física a partir dos 14 meses 

de idade (Figura 6). 

Figura 6. Avaliação da performance física dos animais ao longo de 20 meses (n=8), através do teste 

máximo de corrida em esteira motorizada para ratos. A análise entre os valores de cada tempo foi feita 

através do teste ANOVA de medidas repetidas, seguida de comparações múltiplas pelo pós-teste de 

Bonferroni. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. *Diferente dos 

demais tempos avaliados; #Diferente dos tempos 14, 16, 18 e 20. 

 

 

6.1.3 Composição corporal 

 

 

Os animais apresentaram aumento do peso dos depósitos de tecido adiposo 

abdominais até os 14 meses, idade na qual o peso se manteve para todos os 

depósitos viscerais de tecido adiposo (TAE, TAR e TAME) e, consequentemente, para 

o TAV, até o fim dos 20 meses. Apenas o TASC apresentou redução aos 20 meses 

de idade, quando comparado aos 14 e 18 meses de idade (Figura 7). 
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Figura 7. Peso dos depósitos de tecido adiposo subcutâneo (TASC), epididimal (TAE), retroperitoneal 

(TAR) e mesentérico (TAME) dos animais aos 4, 8, 12, 14, 18 e 20 meses. O tecido adiposo visceral 

(TAV) constitui a soma dos depósitos viscerais coletados (TAE, TAR e TAME). A análise entre os 

valores de cada tempo para cada tecido foi feita através do teste ANOVA de medidas repetidas, seguida 

de comparações múltiplas pelo pós-teste de Tukey. Os resultados foram expressos como média ± 

desvio padrão da média. *Diferente dos demais tempos avaliados; #Diferente do tempo 18 meses; 

†Diferente do tempo 20 meses. MC, massa corporal. 

 

Adicionalmente, a análise da massa magra evidenciou um aumento do peso 

até os 12 meses, seguido por uma sutil, porém significativa redução aos 14 meses, 

que se manteve até os 20 meses de idade (Figura 8A). De maneira semelhante, o 

músculo gastrocnêmio apresentou redução do peso médio a partir dos 14 meses 

(Figura 8B). 

 

Figura 8. Peso da massa magra (A) e peso médio do músculo gastrocnêmio (B) dos animais aos 4, 8, 

12, 14, 18 e 20 meses. A análise entre os valores de cada tempo para cada tecido foi feita através do 

teste ANOVA de medidas repetidas, seguida de comparações múltiplas pelo pós-teste de Tukey. Os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. *Diferente do tempo 4 meses; 

#Diferente do tempo 12 meses. MC, massa corporal. 
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A partir dos dados obtidos, e especialmente os resultados observados na 

performance física, peso da massa magra e peso dos músculos que evidenciaram o 

início das alterações musculares aos 14 meses de idade, buscou-se investigar se 

essas alterações estariam também associadas a modificações oxidativas no músculo 

gastrocnêmio até os 14 meses de idade. 

 

 

6.1.4 Estresse oxidativo e capacidade antioxidante enzimática 

 

 

Os animais apresentaram elevação dos níveis de TBARS (Figura 9A) ao longo 

do tempo, e proteínas carboniladas (Figura 9B) a partir dos 12 meses de idade, de 

modo que os maiores valores foram observados aos 14 meses em comparação aos 

demais tempos. 

 

 

Figura 9. Concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico – TBARS (A) e proteínas 

carboniladas (B) no músculo gastrocnêmio dos animais aos 4, 8, 12 e 14 meses. As análises foram 

feitas através do teste ANOVA, seguida de comparações múltiplas pelo pós-teste de Tukey. Os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. Letras diferentes indicam diferença 

estatística entre os grupos. 

 

A atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase se 

mantiveram ao longo dos14 meses (Figura 10A e 10B), enquanto a atividade da GPx 

atingiu seu pico aos 12 meses de idade, seguida por um declínio significativo aos 14 

meses de idade (Figura 10C). 

 

 

 



45 
 

 

Figura 10. Atividade das enzimas antioxidantes SOD (A) catalase (B) e GPx (C) no músculo 

gastrocnêmio dos animais aos 4, 8, 12 e 14 meses. As análises foram feitas através do teste ANOVA, 

seguida de comparações múltiplas pelo pós-teste de Tukey. Os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão da média. Letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos. 

 

 

6.2 ESTUDO PILOTO - EFEITOS DO TREINAMENTO FÍSICO SOBRE 

PARÂMETROS ESTRUTURAIS, REDOX E INFLAMATÓRIOS MUSCULARES EM 

ANIMAIS ENVELHECIDOS ATÉ OS 14 MESES 

 

 

6.2.1 Composição corporal 

 

 

Após a identificação dos efeitos iniciais do envelhecimento sobre a performance 

física e estrutura e função muscular aos 14 meses de idade, buscou-se avaliar se o 

treinamento físico aeróbico de moderada intensidade seria eficaz em proteger os 

animais contra alterações na estrutura, parâmetros redox e inflamatórios musculares 

no gastrocnêmio. Sendo assim, foi possível observar que o envelhecimento causou 

aumento da massa corporal (Figura 11A) e adiposidade (Figura 11B), ao passo que a 

realização do treinamento foi eficaz em reduzir a massa corporal aos 14 meses (Figura 
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11A) e a adiposidade visceral (Figura 11B) nos grupos de 8 e 14 meses, envelhecido 

e treinado, além de aumentar o peso do músculo gastrocnêmio (Figura 11C) em 

comparação aos grupos sedentários de mesma idade. 

Figura 11. Avaliação da composição corporal pela medida da massa corporal (A), peso do tecido 

adiposo visceral – TAV (B) e peso do músculo gastrocnêmio (C) dos animais sedentários e treinados 

aos 8 e 14 meses. As análises foram feitas através do teste ANOVA Two-Way, seguido de comparações 

pelo pós-teste de Bonferroni. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. 

*Diferença entre grupos na mesma condição de sedentarismo/treinamento (8 meses vs 14 meses); 

#Diferença entre grupos de mesma idade (sedentário vs treinado). MC, massa corporal. 

 

 

6.2.2 Análise histológica muscular 

 

 

A análise da histologia muscular evidenciou que o treinamento determinou em 

aumentar a ASF tanto aos 8 como aos 14 meses de idade, não havendo diferença 

entre grupos jovens e envelhecidos (Figura 12B e 12C). Além disso, não foram 

observadas diferenças entre os grupos para a variável número de fibras por campo 

(Figura 12A). 
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Figura 12. Análise histológica do músculo gastrocnêmio feita através da quantificação do número de 

fibras por campo (A) e área seccional da fibra - ASF (B) dos animais sedentários e treinados aos 8 e 

14 meses. Fotomicrografias representativas da análise histológica feita pela coloração hematoxilina e 

eosina (C) obtidas com câmera acoplada em microscópio nos aumentos de 200x. As análises foram 

feitas através do teste ANOVA Two-Way, seguido de comparações pelo pós-teste de Bonferroni. Os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. *Diferença entre grupos na mesma 

condição de sedentarismo/treinamento (8 meses vs 14 meses); #Diferença entre grupos de mesma 

idade (sedentário vs treinado). 

 

 

6.2.3 Perfil inflamatório muscular 

 

 

Em comparação ao grupo jovem, o envelhecimento causou aumentou os níveis 

teciduais de TNF-α (Figura 13A) e IL-6 (Figura 13B). O treinamento físico reduziu as 

concentrações musculares de TNF-α (Figura 13A) e aumentar os níveis de IL-10 

(Figura 13C) tanto aos 8 meses, quanto aos 14 meses de idade. 



48 
 

Figura 13. Quantificação por ELISA das citocinas envolvidas no processo inflamatório TNF-α (A), IL-6 

(B) e IL-10 (C) no homogenato do músculo gastrocnêmio dos animais sedentários e treinados aos 8 e 

14 meses. As análises foram feitas através do teste ANOVA Two-Way, seguido de comparações pelo 

pós-teste de Bonferroni. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. 

*Diferença entre grupos na mesma condição de sedentarismo/treinamento (8 meses vs 14 meses); 

#Diferença entre grupos de mesma idade (sedentário vs treinado). 

 

 

6.2.4 Estresse oxidativo e capacidade antioxidante enzimática 

 

 

Ao final dos 14 meses, os ratos apresentaram aumento dos níveis musculares 

de TBARS (Figura 14A) e proteínas carboniladas (Figura 14B) quando comparados 

aos animais de 8 meses. O treinamento físico causou a redução de ambos os 

marcadores de lesão oxidativa independentemente da idade. 
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Figura 14. Dosagem dos marcadores de lesão oxidativa TBARS (A) e proteínas carboniladas (B) no 

homogenato do músculo gastrocnêmio dos animais sedentários e treinados aos 8 e 14 meses. As 

análises foram feitas através do teste ANOVA Two-Way, seguido de comparações pelo pós-teste de 

Bonferroni. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. *Diferença entre 

grupos na mesma condição de sedentarismo/treinamento (8 meses vs 14 meses); #Diferença entre 

grupos de mesma idade (sedentário vs treinado). 

 

O treinamento físico e a idade não afetaram a atividade antioxidante da SOD 

no músculo (Figura 15A). Por outro lado, nos grupos treinados observou-se aumento 

da atividade das enzimas catalase e GPx aos 8 e 14 meses, em comparação aos 

respectivos grupos controles sedentários (Figura 15B). 

Figura 15. Atividade das enzimas antioxidantes SOD (A) catalase (B) e GPx (C) no músculo 

gastrocnêmio dos animais sedentários e treinados aos 8 e 14 meses. As análises foram feitas através 

do teste ANOVA Two-Way, seguida pelo pós-teste de Bonferroni. Os resutados foram expressos como 

média ± desvio padrão da média. *Diferença entre grupos na mesma condição de 

sedentarismo/treinamento (8 meses vs 14 meses); #Diferença entre grupos de mesma idade 

(sedentário vs treinado). 
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6.3 ESTUDO PRINCIPAL IN VIVO - EFEITOS DO TREINAMENTO FÍSICO 

TERAPÊUTICO OU AO LONGO DA VIDA SOBRE ALTERAÇÕES MUSCULARES 

NOS ESTÁGIOS INICIAIS DO ENVELHECIMENTO ASSOCIADO À OBESIDADE 

 

 

6.3.1 Composição corporal 

 

 

A análise de composição corporal dos animais envelhecidos demonstrou que 5 

meses de exposição à dieta hiperlipídica causou um aumento significativo da 

adiposidade visceral (Figura 16A), acompanhado também da redução do peso do 

músculo gastrocnêmio (Figura 16B) em comparação à dieta controle. Por outro lado, 

ambos os protocolos de treinamento protegeram o músculo dos animais envelhecidos 

contra os efeitos da dieta hiperlipídica. Apenas o treinamento ao longo da vida 

determinou redução da adiposidade visceral. 

Figura 16. Peso do tecido adiposo visceral – TAV (A) e do músculo gastrocnêmio (B) dos grupos 

experimentais envelhecido sedentário (ESed), envelhecido sedentário alimentado com dieta 

hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido treinado terapeuticamente e alimentado com DHL 

(ETT+DHL) e envelhecido treinado ao longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL). As 

comparações entre os grupos ESed vs ESed+DHL foram feitas através do teste t de Student (*p<0.05). 

As análises entre os grupos ESed+DHL vs ETT+DHL vs ETL+DHL foram feitas através do teste ANOVA 

one-way, seguida por comparações múltiplas pelo teste de Tukey, e letras diferentes representam 

diferenças estatísticas entre os grupos (p<0.05). MC, massa corporal. 
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6.3.2 Análise histológica muscular 

 

 

A análise histológica do músculo gastrocnêmio evidenciou que, apesar de não 

terem sido observadas alterações no número de fibras musculares (Figura 17C), o uso 

da dieta hiperlipídica determinou redução da área seccional das fibras, aumento do 

espaço (Figura 17E) e fibrose intersticial (Figura 17F) em comparação ao grupo 

envelhecido e mantido na dieta controle. Por sua vez, ambos os treinamentos 

protegeram as fibras musculares dos animais envelhecidos contra os efeitos da dieta, 

além de reduzir a fibrose intersticial medida pela área marcada por Tricrômio de 

Masson. Adicionalmente, o grupo ETL+DHL apresentou os melhores resultados entre 

os grupos treinados. 

 

 

6.3.3 Perfil inflamatório muscular 

 

 

Os animais expostos à dieta hiperlipídica apresentaram aumento significativo 

da expressão de NF-kB no músculo gastrocnêmio (Figura 18A e 18B), acompanhado 

do aumento nos níveis teciduais de TNF-α (Figura 18C), e redução dos níveis de IL-

10 (Figura 18E) em comparação ao grupo ESed. Por outro lado, os protocolos de 

treinamento terapêutico e ao longo da vida causaram redução da marcação de NF-kB 

e níveis de TNF-α e IL-6, ao passo que levaram ao aumento das concentrações de IL-

10 no músculo em comparação ao grupo ESed+DHL. Apenas o grupo ETL+DHL 

apresentou redução nos níveis de IL-6 em comparação ao grupo ESed+DHL. Entre 

os grupos treinados, o grupo ETL+DHL apresentou a menor marcação de NF-kB e 

maior concentração de IL-10 muscular. 
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Figura 17. Análise histológica do músculo gastrocnêmio feita através da quantificação do número de 

fibras por campo (C), área seccional da fibra - ASF (D), espaço intersticial (E) e área marcada por 

Tricrômio de Masson (F) dos grupos experimentais envelhecido sedentário (ESed), envelhecido 

sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido treinado 

terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido treinado ao longo da vida e 

alimentado com DHL (ETL+DHL). Fotomicrografias representativas da análise histológica feita pelas 

colorações especiais hematoxilina e eosina (A) e Tricrômio de Masson (B) obtidas com câmera 

acoplada em microscópio nos aumentos de 100x e 200x, respectivamente. Os resultados foram 

expressos como média ± desvio padrão da média. As comparações entre os grupos ESed vs 

ESed+DHL foram feitas através do teste t de Student (*p<0.05). As análises entre os grupos ESed+DHL 

vs ETT+DHL vs ETL+DHL foram feitas através do teste ANOVA one-way, seguida por comparações 

múltiplas pelo teste de Tukey, e letras diferentes representam diferenças estatísticas entre os grupos 

(p<0.05). 
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Figura 18. Avaliação de marcadores inflamatórios no músculo gastrocnêmio através da análise da 

imunomarcação de NF-kB p65 representadas pelas fotomicrografias (200x) (A) e quantificação da área 

marcada por NF-kB no tecido muscular (B), Quantificação por ELISA dos níveis de TNF-α (C), IL-6 (D) 

e IL-10 (E) no homogenato do músculo gastrocnêmio dos grupos experimentais envelhecido sedentário 

(ESed), envelhecido sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido 

treinado terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido treinado ao longo da vida 

e alimentado com DHL (ETL+DHL). Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da 

média. As comparações entre os grupos ESed vs ESed+DHL foram feitas através do teste t de Student 

(*p<0.05). As análises entre os grupos ESed+DHL vs ETT+DHL vs ETL+DHL foram feitas através do 

teste ANOVA one-way, seguida por comparações múltiplas pelo teste de Tukey, e letras diferentes 

representam diferenças estatísticas entre os grupos (p<0.05). 
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6.3.4 Metabolismo energético muscular 

 

 

A análise dos marcadores do metabolismo energético muscular evidenciou que 

a dieta hiperlipídica reduziu a atividade da enzima citrato sintase (Figura 19A), 

aumentou o conteúdo de triglicerídeos (Figura 19B) e reduziu as concentrações de 

glicogênio (Figura 19C) no músculo gastrocnêmio dos animais envelhecidos em 

comparação ao grupo envelhecido e mantido na dieta controle. Por sua vez, o 

treinamento físico, independente do protocolo de duração, atenuou os efeitos da dieta 

em todos os parâmetros estudados. Além disso, o grupo ETL+DHL apresentou o 

maior aumento da atividade da enzima citrato sintase, e maior redução dos 

triglicerídeos no músculo em comparação ao grupo ETT+DHL. 

Figura 19. Avaliação do metabolismo muscular pela dosagem da atividade da enzima citrato sintase 

(A), e conteúdo de triglicerídeos (B) e glicogênio no músculo gastrocnêmio dos grupos experimentais 

envelhecido sedentário (ESed), envelhecido sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) 

(ESed+DHL), envelhecido treinado terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido 

treinado ao longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL). Os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão da média. As comparações entre os grupos ESed vs ESed+DHL foram feitas 

através do teste t de Student (*p<0.05). As análises entre os grupos ESed+DHL vs ETT+DHL vs 

ETL+DHL foram feitas através do teste ANOVA one-way, seguida por comparações múltiplas pelo teste 

de Tukey, e letras diferentes representam diferenças estatísticas entre os grupos (p<0.05). 
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6.3.5 Capacidade antioxidante enzimática muscular 

 

 

A análise da capacidade antioxidante tecidual evidenciou que a dieta 

hiperlipídica reduziu a área marcada e atividade da enzima GPx (Figura 20A, B e C), 

assim como a atividade das enzimas catalase (Figura 20D) e SOD (Figura 20E). 

Ambos os treinamentos aumentaram a atividade da enzima catalase, e aumentar a 

atividade e expressão da enzima GPx em comparação ao grupo ESed+DHL. O grupo 

ETL+DHL foi o único grupo que apresentou aumento da enzima SOD, além de ter 

apresentado os maiores valores entre os grupos treinados para a atividade das 

enzimas catalase, GPx e expressão muscular da enzima GPx-1. 

 

 

6.3.6 Marcadores de estresse oxidativo tecidual 

 

 

A obesidade induzida pela dieta hiperlipídica favoreceu a instauração de um 

quadro pró-oxidativo evidenciado pelo aumento da marcação tecidual de nitrotirosina 

(Figura 21A e 21C), 8-OHdG (Figura 21B e 21D), associado ao aumento de proteínas 

carboniladas (Figura 20E) e peroxidação lipídica (Figura 21F) no músculo dos animais 

envelhecidos, em comparação ao grupo alimentado com a dieta controle. Em 

contrapartida, os grupos envelhecidos treinados apresentaram redução de todos os 

marcadores de estresse oxidativo, sendo o treinamento ao longo da vida o protocolo 

mais eficaz em comparação ao treinamento terapêutico. 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

Figura 20. Avaliação da capacidade antioxidante no músculo gastrocnêmio através da análise da 

imunomarcação de glutationa peroxidase (GPx-1) representadas pelas fotomicrografias (200x) (A) e 

quantificação da área marcada por GPx-1 no tecido muscular (B), e atividade da GPx (C), catalase (D) 

e superóxido dismutase (SOD) (E) no homogenato do músculo gastrocnêmio dos grupos experimentais 

envelhecido sedentário (ESed), envelhecido sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) 

(ESed+DHL), envelhecido treinado terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido 

treinado ao longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL). Os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão da média. As comparações entre os grupos ESed vs ESed+DHL foram feitas 

através do teste t de Student (*p<0.05). As análises entre os grupos ESed+DHL vs ETT+DHL vs 

ETL+DHL foram feitas através do teste ANOVA one-way, seguida por comparações múltiplas pelo teste 

de Tukey, e letras diferentes representam diferenças estatísticas entre os grupos (p<0.05).  
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Figura 21. Quantificação dos marcadores de estresse oxidativo nitrotirosina (A e C), 8-OHdG (B e D), 

proteínas carboniladas (E) e TBARS (F) no músculo gastrocnêmio dos grupos experimentais 

envelhecido sedentário (ESed), envelhecido sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) 

(ESed+DHL), envelhecido treinado terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido 

treinado ao longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL). Fotomicrografias representativas das 

imunomarcações para nitrotirosina (A) e 8-hidroxi-2’deoxiguanosina - 8-OHdG (B), através da técnica 

de imuno-histoquímica obtidas com câmera acoplada em microscópio no aumento de 100x. Os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. As comparações entre os grupos 

ESed vs ESed+DHL foram feitas através do teste t de Student (*p<0.05). As análises entre os grupos 

ESed+DHL vs ETT+DHL vs ETL+DHL foram feitas através do teste ANOVA one-way, seguida por 

comparações múltiplas pelo teste de Tukey, e letras diferentes representam diferenças estatísticas 

entre os grupos (p<0.05). 
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6.3.7 Expressão gênica de mRNAs envolvidos no metabolismo muscular 

 

 

A análise da expressão dos genes que codificam as citocinas inflamatórias 

evidenciou que a dieta hiperlipídica causou regulação positiva dos genes do TNF-α e 

IL-6, ao passo que reduziu a expressão do gene da IL-10 (Figura 22A) nos animais 

envelhecidos em relação aos animais alimentados com dieta controle. Ambos os 

grupos envelhecidos treinados atenuaram as alterações causadas pela dieta, 

especialmente o grupo ETL+DHL, que apresentou o maior aumento da expressão 

gênica da citocina IL-10. 

No que diz respeito à expressão dos genes que codificam as proteínas 

envolvidas na capacidade antioxidante muscular, a dieta hiperlipídica causou 

downregulation dos genes das enzimas SOD-1, Catalase e GPx-1 (Figura 22B) nos 

animais envelhecidos em comparação ao grupo ESed. Por outro lado, os grupos 

envelhecidos treinados apresentaram aumento da expressão gênica das enzimas 

antioxidantes SOD-1, Catalase e GPx-1, somado à regulação positiva da expressão 

de NRF2. Além disso, o grupo ETL+DHL apresentou o maior aumento da expressão 

gênica da enzima GPx-1. Não foram observadas diferenças entre os grupos na 

expressão gênica da enzima HO-1. 

Ademais, a dieta hiperlipídica regulou negativamente a expressão dos genes 

das proteínas AKT, PI3K e Klotho, associada à regulação positiva da expressão 

gênica de MURF-1 e Atrogin-1 (Figura 22C) no grupo ESed+DHL em comparação ao 

grupo ESed. Os animais envelhecidos e treinados atenuaram todas as alterações 

causadas pela dieta, com destaque especial ao grupo ETL+DHL que apresentou o 

maior aumento da expressão dos genes das proteínas AKT, PI3K e Klotho. 
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Figura 22. Quantificação por qPCR da expressão dos mRNAs que codificam as proteínas da resposta 

inflamatória (TNF-α, IL-6 e IL-10)  (A), capacidade antioxidante (NRF2, SOD-1, Catalase, GPx-1 e HO-

1) (B) e metabolismo (AKT, PI3K, MURF-1, Atrogin-1 e Klotho) (C) no músculo gastrocnêmio dos grupos 

experimentais envelhecido sedentário (ESed), envelhecido sedentário alimentado com dieta 

hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido treinado terapeuticamente e alimentado com DHL 

(ETT+DHL) e envelhecido treinado ao longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL). Os resultados 

foram expressos como média ± desvio padrão da média. As comparações entre os grupos ESed vs 

ESed+DHL foram feitas através do teste t de Student (*p<0.05). As análises entre os grupos ESed+DHL 

vs ETT+DHL vs ETL+DHL foram feitas através do teste ANOVA one-way, seguida por comparações 

múltiplas pelo teste de Tukey, e letras diferentes representam diferenças estatísticas entre os grupos 

(p<0.05). 
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6.3.8 Expressão de microRNAs envolvidos no metabolismo muscular 

 

 

O uso da dieta hiperlipídica determinou aumento da expressão do microRNA 

regulador positivo do catabolismo proteico miR-21 (Figura 23B), enquanto os 

treinamentos modularam positivamente a expressão microRNA regulador positivo do 

anabolismo proteico miR-486 (Figura 23A) e negativamente a expressão de miR-21 

(Figura 23B). Além disso, o treinamento ao longo da vida determinou a menor 

expressão do miR-21 entre os grupos treinados. Através da análise funcional Genes 

Union, foram identificados 6 termos enriquecidos influenciados por ambos os 

microRNAs estudados, sendo eles a via de sinalização da Ras, proteoglicanos no 

câncer, vias de sinalização no câncer, via de sinalização da MAPK, resistência ao 

inibidor da tirosina quinase EGFR e via de sinalização da FoxO. Adicionalmente, o 

estudo de enriquecimento de vias pela análise Pathways Union demonstrou que o 

miR-21 está relacionado à via de sinalização PI3k-Akt (Figura 23C). 

 

 

6.3.9 Análise de correlações múltiplas entre os parâmetros de composição 

corporal, estrutura muscular e expressão de microRNAs 

 

 

Através das matrizes de correlações múltiplas expressas como corrplots, foi 

possível observar uma variação no padrão de correlações de importância entre os 

grupos para os parâmetros estruturais musculares e a expressão de microRNAs, 

especificamente o microRNA-21. Como é possível observar na Figura 24 (24A, B, C 

e D), o grupo ESed+DHL apresentou correlação negativa entre os parâmetros peso 

do gastorcnêmio e expressão do miR-21 (miR_21 vs Gastroc_weight), e correlação 

positiva entre o peso do tecido adiposo visceral e miR-21 (miR_21 vs VAT_weight). O 

grupo ETL+DHL apresentou correlação negativa entre o miR-21 e o número de fibras 

musculares e peso do gastrocêmio (miR_21 vs Fibers / miR_21 vs Gastroc_weight). 

Nessa estratificação, os grupos ESed e ETT+DHL não apresentaram correlações 

significativas entre os parâmetros estruturais e expressão de microRNAs.  
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Figura 23. Quantificação por qPCR da expressão dos microRNAs miRNA-486 (A) e miRNA-21 (B) no 

músculo gastrocnêmio dos grupos experimentais envelhecido sedentário (ESed), envelhecido 

sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido treinado 

terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido treinado ao longo da vida e 

alimentado com DHL (ETL+DHL). Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da 

média. As comparações entre os grupos ESed vs ESed+DHL foram feitas através do teste t de Student 

(*p<0.05). As análises entre os grupos ESed+DHL vs ETT+DHL vs ETL+DHL foram feitas através do 

teste ANOVA one-way, seguida por comparações múltiplas pelo teste de Tukey, e letras diferentes 

representam diferenças estatísticas entre os grupos (p<0.05). Análise de predição funcional dos 

microRNAs miR-21 e miR-486 realizada pela plataforma online DIANA-miRPath v.4 (C). A barra de 

cores indica a intensidade da participação dos microRNAs com as vias descritas. 
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Figura 24. Análise de correlações múltiplas entre os parâmetros de composição corporal, estrutura 

muscular e expressão dos microRNAs miR-486 e miR-21 dos grupos envelhecido sedentário (ESed) 

(A), envelhecido sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL) (B), envelhecido 

treinado terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) (C) e envelhecido treinado ao longo da 

vida e alimentado com DHL (ETL+DHL) (D). Correlações positivas estão indicadas em azul, e negativas 

em vermelho. Tons escuros de cada cor indicam maiores valores de r. Os valores de p foram obtidos 

através do teste de correlações de Spearman. As correlações significativas estão destacadas pelo 

quadrado de bordas mais grossas (p < 0.05). As análises foram feitas utilizado o pacote corrplot do R. 
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6.4 ESTUDO PRINCIPAL IN VIVO - EFEITOS DO TREINAMENTO FÍSICO 

TERAPÊUTICO OU AO LONGO DA VIDA SOBRE ALTERAÇÕES NO VENTRÍCULO 

CARDÍACO NOS ESTÁGIOS INICIAIS DO ENVELHECIMENTO ASSOCIADO À 

OBESIDADE 

 

 

6.4.1 Análise histológica do ventrículo cardíaco 

 

 

Os resultados da análise do peso do ventrículo e parâmetros histológicos 

demonstraram que a dieta hiperlipídica e os treinamentos não causaram alterações 

no número de fibras, ASF e EPVE dos animais envelhecidos até os 14 meses de idade 

(Tabela 5 e Figuras 25A e 25B). Por outro lado, a dieta hiperlipídica determinou 

aumento da fibrose intersticial medida através da área marcada por Tricrômio de 

Masson em comparação ao grupo submetido à dieta controle. Em contrapartida, 

ambos os treinamentos reduziram a área fibrótica em comparação ao grupo 

ESed+DHL. É importante ressaltar que o grupo que realizou o treinamento ao longo 

da vida apresentou o melhor resultado para a variável fibrose, como pode ser 

observado nas imagens representativas (Figura 25C). 

 

Tabela 5. Peso do ventrículo e parâmetros histológicos e morfométricos do ventrículo 

esquerdo dos grupos experimentais. 

Variável ESed ESed+DHL ETT+DHL ETL+DHL 
T de 

Student 

Anova 

one-way 

Ventrículo 

(g/100g MC) 
0.27±0.04 0.28±0.04 0.26±0.05 0.26±0.07 0.712 0.830 

Nº de fibras 167.0±8 160.4±10 165.3±11 165.3±12 0.156 0.623 

ASF (µm2) 761.9±119 712.3±83 641.5±79 670.3±95 0.449 0.279 

EPVE (mm) 1.88±0.09 1.84±0.07 1.87±0.07 1.86±0.09 0.443 0.855 

Fibrose (%) 3.12±0.00* 7.82±0.00a 6.20±0.00b 1.72±0.00c <0.001 <0.0001 

ASF, área seccional da fibra; EPVE, espessura da parede do ventrículo esquerdo; ESed, envelhecido 

sedentário; ESed+DHL, envelhecido sedentário submetido à dieta hiperlipídica; ETT+DHL, envelhecido 

treinado terapeuticamente e submetido à dieta hiperlipídica; ETP+DHL, envelhecido treinado 

preventivamente e submetido à dieta hiperlipídica. Teste t de Student entre os grupos ESed e 

ESed+DHL; ANOVA one-way, a,b,c, letras diferentes indicam diferenca estatistica comparações 
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múltiplas pelo teste de Bonferroni entre os grupos ESed+DHL, ETT+DHL e ETP+DHL. Os resultados 

foram expressos como média ± desvio padrão da média. 

 

Figura 25. Fotomicrografias representativas da análise histológica do ventrículo esquerdo dos grupos 

experimentais envelhecido sedentário (ESed), envelhecido sedentário alimentado com dieta 

hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido treinado terapeuticamente e alimentado com DHL 

(ETT+DHL) e envelhecido treinado ao longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL). Corte 

transversal total dos ventrículos cardíacos evidenciando as paredes ventriculares (4x) (A), área 

seccional das fibras (200x) (B). A marcação em azul evidencia as áreas de fibrose intersticial pela 

coloração de Tricrômio de Masson (200x) (C). As fotos foram obtidas com câmera acoplada ao 

microscópio nos respectivos aumentos. 

 

 

6.4.2 Perfil inflamatório no ventrículo cardíaco 

 

 

Os animais envelhecidos e expostos à dieta hiperlipídica apresentaram 

aumento significativo da expressão de NF-kB no ventrículo cardíaco (Figura 26A e 

26B), acompanhado do aumento nos níveis teciduais de TNF-α (Figura 26C) em 

comparação ao grupo ESed. Por outro lado, apenas o protocolo de treinamento ao 

longo da vida reduziu a marcação de NF-kB e níveis de TNF-α em comparação ao 

grupo ESed+DHL. Não foram observadas diferenças estatísticas nas análises das 

citocinas IL-6 e IL-10 (Figuras 26D e 26E). 
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Figura 26. Avaliação de marcadores inflamatórios no ventrículo cardíaco através da imuno-marcação 

de NF-kB no ventrículo cardíaco representada pelas fotomicrografias (200x) (A), e quantificação da 

área marcada por NF-kB (B); Quantificação por ELISA dos níveis de TNF-α (C), IL-6 (D) e IL-10 (E) no 

homogenato do ventrículo cardíaco dos grupos experimentais envelhecido sedentário (ESed), 

envelhecido sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido treinado 

terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido treinado ao longo da vida e 

alimentado com DHL (ETL+DHL). Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da 

média. As comparações entre os grupos ESed vs ESed+DHL foram feitas através do teste t de Student 

(*p<0.05). As análises entre os grupos ESed+DHL vs ETT+DHL vs ETL+DHL foram feitas através do 

teste ANOVA one-way, seguida por comparações múltiplas pelo teste de Tukey, e letras diferentes 

representam diferenças estatísticas entre os grupos (p<0.05). 
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6.4.3 Capacidade antioxidante enzimática no ventrículo cardíaco 

 

 

A dieta hiperlipídica reduziu a atividade das enzimas SOD (Figura 27E), 

catalase (27D) e GPx (Figura 27C), além de reduzir também a expressão da enzima 

GPx-1 no ventrículo cardíaco (Figuras 27A e 27B), em comparação grupo ESed. 

Ambos os treinamentos foram eficazes em aumentar a atividade das enzimas catalase 

e SOD, e aumentar a atividade e expressão da enzima GPx em comparação ao grupo 

ESed+DHL. Entre os grupos treinados, o grupo ETL+DHL apresentou os maiores 

valores para a atividade das enzimas catalase, GPx e expressão tecidual da enzima 

GPx-1. 

 

 

6.4.4 Marcadores de estresse oxidativo no ventrículo cardíaco 

 

 

A dieta hiperlipídica aumentou a marcação no ventrículo cardíaco de 

nitrotirosina (Figura 28A e 28C), 8-OHdG (Figura 28B e 28D), associado ao aumento 

de proteínas carboniladas (Figura 28E) e peroxidação lipídica (Figura 28F) dos 

animais envelhecidos, em comparação ao grupo sedentário alimentado com a dieta 

controle. Em contrapartida, ambos os grupos envelhecidos treinados apresentaram 

redução do nível de proteínas carboniladas, e apenas o grupo ETL+DHL apresentou 

redução da marcação de nitrotirozina, 8-OHdG e nos níveis teciduais de TBARS. 
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Figura 27. Avaliação da capacidade antioxidante no ventrículo cardíaco através da análise da 

imunomarcação de GPx-1 representadas pelas fotomicrografias (200x) (A) e quantificação da área 

marcada por GPx-1 no tecido muscular (B), e atividade da GPx (C), catalase (D) e SOD (E) no 

homogenato do ventrículo dos grupos experimentais envelhecido sedentário (ESed), envelhecido 

sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido treinado 

terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido treinado ao longo da vida e 

alimentado com DHL (ETL+DHL). Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da 

média. As comparações entre os grupos ESed vs ESed+DHL foram feitas através do teste t de Student 

(*p<0.05). As análises entre os grupos ESed+DHL vs ETT+DHL vs ETL+DHL foram feitas através do 

teste ANOVA one-way, seguida por comparações múltiplas pelo teste de Tukey, e letras diferentes 

representam diferenças estatísticas entre os grupos (p<0.05). SOD, superóxido dismutase; GPx, 

glutationa peroxidase. 
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Figura 28. Quantificação dos marcadores de estresse oxidativo nitrotirosina (A e C), 8-OHdG (B e D), 

proteínas carboniladas (E) e TBARS (F) no ventrículo cardíaco dos grupos experimentais envelhecido 

sedentário (ESed), envelhecido sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), 

envelhecido treinado terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido treinado ao 

longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL). Fotomicrografias representativas das 

imunomarcações para nitrotirosina (A) e 8-hidroxi-2’deoxiguanosina - 8-OHdG (B), através da técnica 

de imuno-histoquímica obtidas com câmera acoplada em microscópio no aumento de 100x. Os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. As comparações entre os grupos 

ESed vs ESed+DHL foram feitas através do teste t de Student (*p<0.05). As análises entre os grupos 

ESed+DHL vs ETT+DHL vs ETL+DHL foram feitas através do teste ANOVA one-way, seguida por 

comparações múltiplas pelo teste de Tukey, e letras diferentes representam diferenças estatísticas 

entre os grupos (p<0.05). 
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6.4.5 Função mitocondrial no ventrículo cardíaco 

 

 

A análise da função mitocondrial no ventrículo cardíaco evidenciou que a dieta 

hiperlipídica reduziu a atividade da enzima citrato sintase (Figura 29) dos animais 

envelhecidos em comparação ao grupo mantido na dieta controle. Por sua vez, o 

treinamento físico, independente do protocolo de duração, atenuou os efeitos da dieta 

em todos os parâmetros estudados. Além disso, o grupo ETL+DHL apresentou o 

maior aumento da atividade da enzima citrato sintase. 

Figura 29. Avaliação da função mitocondrial pela dosagem da atividade da enzima citrato sintase no 

ventrículo cardíaco dos grupos experimentais envelhecido sedentário (ESed), envelhecido sedentário 

alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido treinado terapeuticamente e 

alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido treinado ao longo da vida e alimentado com DHL 

(ETL+DHL). Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. As comparações 

entre os grupos ESed vs ESed+DHL foram feitas através do teste t de Student (*p<0.05). As análises 

entre os grupos ESed+DHL vs ETT+DHL vs ETL+DHL foram feitas através do teste ANOVA one-way, 

seguida por comparações múltiplas pelo teste de Tukey, e letras diferentes representam diferenças 

estatísticas entre os grupos (p<0.05). 
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6.4.6 Resumo dos achados do estudo principal in vivo 

 

 

Tabela 6. Resumo dos resultados obtidos no estudo principal in vivo estratificados 

pelos efeitos da dieta hiperlipídica (DHL), treinamento terapêutico (TT) e treinamento 

ao longo da vida (TL) sobre os parâmetros avaliados. 

TÓPICO PARÂMETRO DHL TT TL 

Composição corporal 

Peso do TAV ↑ - ↓ 

Peso do gastrocnêmio ↓ ↑ ↑↑ 

Análise histológica 

(músculo gastrocnêmio) 

Nº de fibras - - - 

ASF ↓ ↑ ↑↑ 

Espaço intersticial ↑ ↓ ↓↓ 

Fibrose ↑ ↓ ↓↓ 

Perfil inflamatório 

(músculo gastrocnêmio) 

NF-κB (IHQ) ↑ ↓ ↓↓ 

TNF-α ↑ ↓ ↓ 

IL-6 ↑ - ↓ 

IL-10 ↓ ↑ ↑↑ 

Metabolismo muscular 

(músculo gastrocnêmio) 

Citrato sintase ↓ ↑ ↑↑ 

Triglicerídeos ↑ ↓ ↓↓ 

Glicogênio ↓ ↑ ↑ 

Capacidade antioxidante 

(músculo gastrocnêmio) 

GPx-1 (IHQ) ↓ ↑ ↑↑ 

Atividade da GPx ↓ ↑ ↑↑ 

Atividade da Catalase ↓ - ↑ 

Atividade da SOD ↓ - ↑ 

Marcadores de estresse 

oxidativo 

Nitrotirosina (IHQ) ↑ ↓ ↓↓ 

8-OHdG (IHQ) ↑ ↓ ↓↓ 
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(músculo gastrocnêmio) Proteínas carboniladas ↑ ↓ ↓↓ 

TBARS ↑ ↓ ↓ 

Expressão de mRNAs 

(músculo gastrocnêmio) 

TNF-α ↑ ↓ ↑ 

IL-6 ↑ ↓ ↑ 

IL-10 ↓ ↑ ↑↑ 

Klotho ↓ ↑ ↑↑ 

NRF2 ↓ ↑ ↑ 

GPx-1 ↓ ↑ ↑↑ 

Catalase ↓ ↑ ↑ 

SOD-1 ↓ ↑ ↑ 

HO-1 - - - 

AKT ↓ ↑ ↑↑ 

PI3K ↓ ↑ ↑↑ 

MURF-1 ↑ ↓ ↓ 

Atrogin-1 ↑ ↓ ↓ 

Expressão de microRNAs 

(músculo gastrocnêmio) 

miR-486 ↓ ↑ ↑ 

miR-21 ↑ ↓ ↓↓ 

Análise histológica 

(ventrículo cardíaco) 

Peso do ventrículo - - - 

Nº de fibras - - - 

ASF - - - 

EPVE - - - 

Fibrose ↑ ↓ ↓↓ 

Perfil inflamatório 

(ventrículo cardíaco) 

NF-κB (IHQ) ↑ - ↓ 

TNF-α ↑ - ↓ 
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IL-6 - - - 

IL-10 - - - 

Capacidade antioxidante e 

função mitocondrial 

(ventrículo cardíaco) 

Citrato sintase ↓ ↑ ↑↑ 

GPx-1 (IHQ) ↓ ↑ ↑↑ 

Atividade da GPx ↓ ↑ ↑↑ 

Atividade da Catalase ↓ ↑ ↑↑ 

Atividade da SOD ↓ ↑ ↑ 

Marcadores de estresse 

oxidativo (ventrículo 

cardíaco) 

Nitrotirosina (IHQ) ↑ - ↓ 

8-OHdG (IHQ) ↑ - ↓ 

Proteínas carboniladas ↑ ↓ ↓↓ 

TBARS ↑ - ↓ 

DHL, dieta hiperlipídica, TT; treinamento terapêutico; TL, treinamento ao longo da vida; TAV, tecido 

adiposo visceral; ASF, área seccional da fibra; IHQ, imuno-histoquímica; EPVE, espessura da parede 

do ventrículo esquerdo; ↑, aumento do parâmetro estudado; ↓, redução do parâmetro estudado; -, 

ausência de efeito no parâmetro estudado. 
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6.5 ESTUDO PRINCIPAL IN VITRO – ANÁLISE DOS EFEITOS SISTÊMICOS DO 

TREINAMENTO FÍSICO, ENVELHECIMENTO E OBESIDADE - EXPOSIÇÃO DE 

CULTURAS CELULARES DE MACRÓFAGOS E MIOBLASTOS AO SORO DOS 

GRUPOS DO ESTUDO IN VIVO 

 

 

6.5.1 Avaliação da viabilidade celular frente a exposição com os soros 

 

 

A exposição com o soro dos animais dos grupos experimentais não reduziu a 

viabilidade celular das culturas primárias de macrófagos em comparação ao grupo 

exposto ao soro fetal bovino 10% (SFB), e todos os grupos apresentaram maior 

viabilidade celular quando comparados ao grupo controle Triton (Figura 30A e 30B). 

Figura 30. Viabilidade celular de macrófagos primários frente à exposição com os soros dos grupos 

experimentais envelhecido sedentário (ESed), envelhecido sedentário alimentado com dieta 

hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido treinado terapeuticamente e alimentado com DHL 

(ETT+DHL) e envelhecido treinado ao longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL), pelo ensaio 

de MTT (A). Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais (B). Os resultados foram 

expressos como média ± desvio padrão da média. As análises foram feitas através do teste ANOVA 

one-way, seguida por comparações múltiplas pelo teste de Tukey. Letras diferentes representam 

diferenças estatísticas entre os grupos. SFB, soro fetal bovino. 
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6.5.2 Produção de H2O2 e nitritos pelos macrófagos primários 

 

 

A exposição ao soro do grupo ESed+DHL causou aumento da produção de 

H2O2 e nitritos pelos macrófagos primários (Figura 31A e 31B). Em contrapartida, 

ambos os marcadores tiveram suas concentrações reduzidas no sobrenadante das 

culturas expostas ao soro do grupo ETL+DHL (Figura 31A e 31B). Vale notar que a 

exposição ao soro dos animais envelhecidos, independente da condição associada, 

causou aumento de ambos os marcadores quando comparados ao grupo SFB. 

Figura 31. Quantificação dos níveis de peróxido de hidrogênio – H2O2 (A) e nitritos (B) no sobrenadante 

das culturas primárias dos macrófagos expostos aos soros dos grupos experimentais envelhecido 

sedentário (ESed), envelhecido sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), 

envelhecido treinado terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido treinado ao 

longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL). Os resultados foram expressos como média ± desvio 

padrão da média. As análises foram feitas através do teste ANOVA one-way, seguida por comparações 

múltiplas pelo teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenças estatísticas entre os grupos. 

SFB, soro fetal bovino. 

 

 

6.5.3 Expressão de genes envolvidos na inflamação  

 

 

Os macrófagos expostos ao soro dos animais que receberam a dieta 

hiperlipídica apresentaram regulação positiva da expressão dos genes das citocinas 

MCP-1, TNF-α, IL-6 e IL-1β (Figura 32A, 32B, 32C e 32D) em comparação aos demais 

grupos. Em contrapartida, as células expostas ao soro de ambos os grupos treinados 

apresentaram downregulation dos genes para MCP-1, TNF-α e IL-6 (Figura 32A, 32B 

e 32C), ao passo que o soro dos mesmos grupos determinou aumento da expressão 

do gene da citocina IL-10 (Figura 32E). Adicionalmente, apenas a exposição ao soro 
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do grupo ETL+DHL causou redução da expressão do gene da citocina IL-1β (Figura 

32D), e os macrófagos expostos ao soro desse mesmo grupo apresentaram os 

melhores resultados entre os grupos treinados para os genes das citocinas MCP-1, 

TNF-α, IL-6 e IL-10. A exposição aos soros dos animais, independente dos grupos, 

causou aumento da expressão dos genes dos marcadores MCP-1, TNF-α e IL-6 em 

comparação ao grupo SFB. 

Figura 32. Quantificação por qPCR da expressão dos genes das citocinas envolvidas na resposta 

inflamatória MCP-1 (A), TNF-α (B), IL-6 (C), IL-1β (D), IL-10 (E) e TGF-β (F) dos macrófagos expostos 

aos soros dos grupos experimentais envelhecido sedentário (ESed), envelhecido sedentário alimentado 

com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), envelhecido treinado terapeuticamente e alimentado com 

DHL (ETT+DHL) e envelhecido treinado ao longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL). Os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média da expressão relativa considerando 

o controle soro fetal bovino (Fold change). As análises foram feitas através do teste ANOVA one-way, 

seguida por comparações múltiplas pelo teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenças 

estatísticas entre os grupos. SFB, soro fetal bovino. 
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6.5.4 Expressão de genes envolvidos no catabolismo proteico muscular  

 

 

A exposição de culturas primárias de mioblastos ao soro dos animais 

sedentários que receberam a dieta hiperlipídica causou aumento da expressão dos 

genes que codificam as proteínas de função catabólica MURF-1 (Figura 33A) e 

Atrogin-1 (Figura 33B). Por outro lado, o soro dos grupos treinados causou 

downregulation da expressão gênica de MURF-1. Apenas o soro do grupo ETL+DHL 

aumentou a expressão do gene da AKT (Figura 33D), e reduziu a expressão gênica 

de Atrogin-1 comparado ao grupo ESed+DHL, além de ter causado a maior redução 

da expressão gênica de MURF-1 entre os grupos de soros de animais treinados. A 

exposição aos soros dos animais envelhecidos, independente dos grupos, causou 

aumento da expressão de Atrogin-1 em comparação ao grupo SFB. Não foram 

observadas diferenças significativas na expressão do gene para PI3K (Figura 33C) 

Figura 33. Quantificação por qPCR da expressão dos genes das proteínas envolvidas na proteólise 

MURF-1 (A) e Atrogin-1 (B) dos mioblastos expostos aos soros dos grupos experimentais envelhecido 

sedentário (ESed), envelhecido sedentário alimentado com dieta hiperlipídica (DHL) (ESed+DHL), 

envelhecido treinado terapeuticamente e alimentado com DHL (ETT+DHL) e envelhecido treinado ao 

longo da vida e alimentado com DHL (ETL+DHL). Os resultados foram expressos como média ± desvio 

padrão da média. As análises foram feitas através do teste ANOVA one-way, seguida por comparações 

múltiplas pelo teste de Tukey. Letras diferentes representam diferenças estatísticas entre os grupos. 

SFB, soro fetal bovino. 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

7.1 ESTUDO PILOTO  

 

 

A maior parte dos estudos voltados às alterações de composição corporal e 

declínio morfofuncional muscular causadas pelo envelhecimento em roedores utilizam 

idades iguais ou superiores a 18 meses nos modelos experimentais (ARU et al., 2019; 

REZENDE., 2020). No presente estudo foram observadas pequenas alterações de 

performance física, distribuição da composição corporal e parâmetros estruturais e de 

balanço oxidativo musculares que já são identificáveis aos 14 meses de idade. Nessa 

idade, ratos Wistar machos ainda não são considerados idosos, mas os eventos 

iniciais e insidiosos do envelhecimento que precederiam as grandes alterações 

musculares presentes na sarcopenia dependente da idade já podem ser observados 

e avaliados. 

No presente estudo foi observado um aumento da adiposidade abdominal dos 

animais ao longo do envelhecimento, caracterizada por um padrão de distribuição 

concentrado na adiposidade visceral que é frequentemente associada ao maior risco 

de desenvolvimento de doenças cardiometabólicas (RUIZ-CASTEL, 2021). 

Evidências na literatura apontam para uma alteração na composição corporal de ratos 

especialmente entre 8 e 24 meses, onde há o aumento significativo da massa corporal, 

de modo que o percentual de massa magra cai enquanto o percentual de adiposidade 

aumenta, indicando para uma troca de massa magra por massa gorda que reflete no 

aumento idade dependente da razão entre gordura e massa magra (LI et al., 2018). 

Interessantemente, ao contrário do observado nos depósitos viscerais de 

tecido adiposo, o depósito de tecido adiposo subcutâneo analisado em nosso estudo 

apresentou uma redução significativa aos 20 meses de idade. Características 

dicotômicas inerentes a ambos os tipos de depósitos (i.e., subcutâneo e visceral) 

contribuem para efeitos opostos e, consequentemente, desfechos metabólicos 

diferentes frente a alterações de sua razão de distribuição corporal (SUÁREZ-

CUENCA et al., 2021; VON BANK et al., 2021). A expressão de citocinas pró-

inflamatórias é maior nos depósitos de TAV (SPOTO et al., 2014), enquanto a 

expressão da adiponectina, adipocina relacionada ao aumento da sensibilidade a 
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insulina e efeitos anti-inflamatórios e de proteção cardiovascular, é maior no TASC 

(NGUYEN et al., 2020). Nesse sentido, o transplante de TASC para dentro do TAV 

em camundongos foi eficaz em melhorar a homeostase de glicose e contribuir para a 

perda de peso, evidências que apontam para efeitos benéficos e protetivos do TASC 

(TRAN et al., 2008). Frente ao exposto, a redução do TASC, e aumento do TAV 

observados no presente trabalho representa a mudança da contribuição de ambos os 

depósitos para a adiposidade, padrão característico do envelhecimento (VON BANK 

et al., 2021), e que possivelmente estaria associada à patogênese de agravos 

metabólicos que, com o passar do tempo, contribuem para o surgimento e progressão 

de alterações musculares esqueléticas. 

Até os 14 meses de idade, os ratos mantiveram um ritmo de aumento da 

massa corporal total associado à manutenção da adiposidade visceral, mas não 

subcutânea, ao passo que o peso da massa magra e o peso médio do gastrocnêmio 

apresentam um leve, porém significativo declínio, mantido até os 20 meses. De 

maneira semelhante, em estudo onde foram comparados ratos machos de 8, 18 e 26 

meses, os autores observaram que aos 18 meses ocorre significativo aumento da 

massa corporal, acompanhado do aumento da adiposidade e redução da massa 

magra, além da redução do tempo até exaustão no teste de corrida (LI et al., 2018).  

Através do teste de corrida máximo em esteira, foi possível observar que aos 

14 meses de idade os animais apresentaram redução do tempo no teste, tendencia 

que se manteve até os 20 meses. Estudos anteriores já demonstraram que aos 18 

meses são observadas alterações expressivas de desempenho físico medidas pelos 

testes de plano inclinado, grip power e teste de corrida máximo (XUE et al., 2016; 

SELDEEN et al., 2018; LI et al., 2018). A redução do desempenho físico durante o 

envelhecimento é reflexo de diversos fatores causais que parecem estar envolvidos 

na etiologia da sarcopenia, e dentre eles destaca-se o estresse oxidativo por sua 

íntima relação com o envelhecimento (AGUILAR-ALONSO et al., 2018). 

Sendo assim, após a identificação de alterações de performance e 

composição corporal aos 14 meses, buscou-se investigar a presença de prejuízos 

musculares que poderiam estar associados a estes achados. Para tal, os músculos 

gastrocnêmios dos ratos nos tempos 4, 8, 12 e 14 meses foram destinados às análises 

de balanço oxidativo. O músculo gastrocnêmio do rato é um importante flexor plantar 

que atua durante a fase de impulsão da marcha, amplamente usado em estudos de 
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locomoção e alterações musculares e neuromusculares (CORNACHIONE et al., 

2011). 

A identificação dos eventos iniciais que precedem a instauração da 

sarcopenia é de fundamental importância, pois permite a tomada de decisão sobre 

quais mecanismos fisiopatológicos merecem atenção em seus estágios iniciais. Em 

nosso modelo, identificou-se que as primeiras modificações musculares se iniciam aos 

14 meses, idade na qual os ratos apresentaram redução da performance física medida 

pelo teste máximo de corrida em esteira, associado à redução da massa magra total 

e no peso do gastrocnêmio. Ao mesmo tempo, os animais apresentaram aumento dos 

níveis de marcadores de lesão oxidativa e redução da atividade antioxidante da 

enzima GPx no músculo, apontando para um desbalanço oxidativo tecidual.  

Um dos principais mecanismos envolvidos na redução da massa muscular no 

envelhecimento se baseia na maior atividade do sistema ubiquitina proteassoma (WU 

et al., 2023). O aumento da expressão das ubiquitina ligases MURF-1 e Atrogin-1 em 

animais idosos já foi relacionado à redução da ASF, indicando maior degradação 

proteica e atrofia muscular (SHANG et al., 2020). A super expressão isolada de 

MURF-1 é suficiente para indução da atrofia muscular, e o estudo de proteômica 

quantitativa já demonstrou que a MURF-1 regula cerca de 169 sítios de ubiquitinação 

em mais de 50 proteínas musculares, que envolvem proteínas constitutivas 

estruturais, e proteínas envolvidas no metabolismo de maneira geral (BAEHR et al., 

2021). 

No presente estudo, os animais apresentaram aumento dos marcadores de 

oxidação de lipídios e proteínas, acompanhado pela redução da atividade da enzima 

glutationa peroxidase no músculo gastrocnêmio aos 14 meses de idade. O desbalanço 

oxidativo é um quadro comumente associado ao envelhecimento e aos desfechos 

deletérios na estrutura e função muscular (BARREIRO et al., 2006). O processo de 

envelhecimento é associado à progressiva redução da capacidade antioxidante dos 

tecidos, fator que contribui para interação das espécies reativas de oxigênio (ERO) 

com as diferentes moléculas celulares, causando lesões muitas vezes irreversíveis 

(PETERSEN; SMITH, 2016; JONES et al., 2002). Nesse sentido, o estresse oxidativo 

muscular observado aos 14 meses pode ter contribuído para o prejuízo da função 

muscular e, consequentemente, ao declínio do desempenho físico observado na 

mesma idade. 
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Após a identificação do momento em que as alterações musculares se iniciam 

e parecem afetar a performance física, buscou-se avaliar os efeitos do envelhecimento 

associado ao treinamento físico realizado ao longo da vida dos animais até os 14 

meses de idade. Em adição aos resultados observados anteriormente em resposta ao 

envelhecimento (i. e. aumento da massa corporal e adiposidade visceral, redução do 

peso do gastrocnêmio e elevação dos marcadores de estresse oxidativo) comparado 

aos animais jovens, foi possível observar o aumento das citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α e IL-6 no músculo dos ratos envelhecidos até os 14 meses. Camundongos 

envelhecidos apresentam aumento da expressão proteica muscular de TNF-α, além 

de redução da força e massa do músculo gastrocnêmio (WU et al., 2023), e o bloqueio 

farmacológico do TNF-α previne a sarcopenia e aumenta a longevidade em modelo 

animal de envelhecimento (SCIORATI et al., 2020). 

A inflamação crônica e de baixo grau é um dos achados do envelhecimento e 

caracteriza o chamado inflammaging, um conhecido fator de risco para 

morbimortalidade (LI et al., 2023). Esse quadro sustentado de inflamação é um fator 

crucial para o desenvolvimento dos agravos aos diferentes sistemas fisiológicos em 

resposta ao envelhecimento natural (SANADA et al., 2018). No músculo esquelético, 

o aumento dos níveis de citocinas inflamatórias está relacionado à resistência 

anabólica (TEZZE et al., 2023), termo que caracteriza o “cegamento” das vias 

anabólicas no músculo em resposta, dentre outros fatores, à redução da sinalização 

molecular anabólica, prejuízo do recrutamento capilar, resistência à insulina e menor 

biodisponibilidade de aminoácidos (ARAGON et al., 2023). Dessa forma, a inflamação 

pode afetar negativamente a sensibilidade do sinal anabólico no músculo esquelético. 

Em nível molecular, citocinas pró-inflamatórias, especialmente o TNF-α, podem 

impedir a síntese proteica ao impedir a fosforilação das proteínas envolvidas no eixo 

PI3K/AKT/mTOR (LANG et al., 2002; TEZZE et al., 2023). 

Se opondo aos efeitos do envelhecimento, o protocolo de treinamento físico 

adotado no presente estudo causou melhora da composição corporal ao reduzir o 

peso corporal total e adiposidade visceral, e aumentar o peso e ASF do músculo 

gastrocnêmio dos ratos envelhecidos. Os efeitos do treinamento aeróbico sobre a 

composição corporal são conhecidos e deve-se, essencialmente, à geração de um 

desbalanço energético causado pelo maior gasto de energia, associado à ativação de 

vias lipolíticas (KOLNES et al., 2021). Além disso, o treinamento físico aeróbico 

contribui para o aumento da massa muscular ao estimular vias anabólicas no músculo 
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esquelético (KONOPKA, HARBER, 2014). Nesse sentido, a realização do treinamento 

físico mostra-se como como ferramenta eficaz contra a resistência anabólica 

observada na condição de envelhecimento (TEZZE et al., 2023). 

A melhora da estrutura muscular observada no treinamento pode, em parte, 

estar associada à melhora do perfil inflamatório e oxidativo do músculo gastrocnêmio 

em resposta ao treinamento físico. Os animais submetidos ao treinamento físico, 

independentemente da idade, apresentaram redução dos níveis de TNF-α e aumento 

da concentração de IL-10 muscular. Esse resultado aponta para a capacidade do 

treinamento físico em modular a resposta inflamatória tecidual. De fato, já foi 

demonstrado que a prática regular de exercício físico reduz marcadores pró-

inflamatórios, e aumenta os níveis de IL-10 (LI et al., 2022). Ademais, dada a 

importância do estresse oxidativo no contexto da sarcopenia, a redução dos níveis de 

TBARS e proteínas carboniladas, somada ao aumento da atividade das enzimas 

antioxidantes catalase e GPx, pode ter contribuído para o balanço oxidativo muscular 

e dessa forma, proteção de sua estrutura e função. Estudos de proteômica no músculo 

de ratos envelhecidos e submetidos ao treinamento aeróbico de longo prazo 

evidenciaram que os animais treinados apresentaram melhora da força muscular e 

aumento do peso do músculo, associado à melhora tanto da capacidade antioxidante 

como da reposta inflamatória no músculo (GAO et al., 2020). 

 

 

7.2 ESTUDO PRINCIPAL  

 

 

De acordo com o nosso conhecimento, este se trata do primeiro estudo que 

avaliou os efeitos do treinamento físico aeróbico de moderada intensidade, realizado 

ao longo da vida ou de maneira terapêutica, sobre diferentes parâmetros das 

musculaturas esquelética e cardíaca em modelo animal que reproduz a associação 

entre envelhecimento natural e obesidade induzida por dieta. Como ilustrado na figura 

34, nossos achados evidenciaram a formação in situ de um ambiente pró-inflamatório 

e pró-oxidativo resultante da obesidade e estágios iniciais do envelhecimento, que 

possivelmente contribuiu para a desregulação metabólica e alterações estruturais 

musculares observadas. O treinamento físico, especialmente o protocolo de 

treinamento ao longo da vida, se contrapôs aos efeitos da associação entre dieta e 
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envelhecimento. Além disso, nosso estudo traz luz a possíveis mecanismos de 

regulação de vias do metabolismo muscular esquelético mediados por microRNAs, e 

sugere efeitos do treinamento via modulação endócrina, como observado através dos 

ensaios in vitro de culturas celulares de macrófagos e mioblastos primários expostos 

ao soro dos animais envelhecidos, submetidos ou não à dieta hiperlipídica, e treinados 

ou não. 

Figura 34. Resumo dos possíveis mecanismos associados aos efeitos da associação entre 

envelhecimento e obesidade sobre o músculo esquelético, e modulação do treinamento aeróbico. ROS, 

reactive oxigen species; TGs, triglicerídeos. A associação entre envelhecimento e obesidade estaria 

relacionada a ativação de mecanismos relacionados ao aumento da proteólise a partir da convergência 

de diferentes vias, como a inflamação e estresse oxidativo, que resultam na redução da massa e função 

muscular esquelético. Por outro lado, o treinamento físico aeróbico atuou como inibidor da inflamação 

e estresse oxidativo, ao passo que estimulou a transcrição de genes relacionados ao aumento da 

síntese proteica, levando à proteção morfofuncional muscular. Imagem criada com BioRender.com.  

 

Os parâmetros de composição corporal estudados evidenciaram os efeitos da 

sobrecarga energética dietética notadamente sobre o aumento da adiposidade 

visceral abdominal, acompanhado pela redução do peso do músculo gastrocnêmio 

nos animais envelhecidos sedentários e submetidos à dieta hiperlipídica em 

comparação ao grupo envelhecido sedentário e mantido na dieta controle. 

Adicionalmente, os animais do grupo ESed+DHL apresentaram redução da ASF 

musculares. Já foi documentado que a associação entre envelhecimento e obesidade 
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resulta na modificação da composição corporal, caracterizada especialmente pelo 

aumento da adiposidade abdominal central e redução do peso da massa magra em 

ratos envelhecidos (BROWN et al., 2021). Esses desfechos seriam subjacentes a uma 

pletora de eventos fisiopatológicos que culminam na obesidade sarcopênica (ZHU et 

al., 2023). Em contrapartida, o treinamento ao longo da vida reduziu o peso do tecido 

adiposo visceral em comparação aos animais do grupo ESed+DHL, resultado que 

pode ser explicado, em parte, pelo efeito lipolítico do treinamento físico que se deve 

essencialmente ao estímulo à mobilização de ácidos graxos no tecido adiposo em 

resposta ao aumento da demanda energética mediada pela ativação de vias 

simpáticas (LIU et al., 2020). Ao contrário do observado no grupo ETL+DHL, o 

treinamento terapêutico não reduziu o peso do tecido adiposo visceral. Possivelmente 

dois fatores combinados podem ter contribuído para esse resultado, o fato de que 

ambos os grupos treinados foram mantidos na dieta hiperlipídica até o final do 

protocolo experimental, e a menor duração do treinamento terapêutico em relação ao 

treinamento ao longo da vida. 

A redução do peso muscular e ASF observada no gastrocnêmio do grupo 

ESed+DHL caracteriza o desfecho de uma complexa rede de eventos associados à 

obesidade sarcopênica, dos quais se destacam o estresse oxidativo e a inflamação. 

Neste sentido, a análise dos parâmetros oxidativos evidenciou uma perturbação do 

metabolismo redox no músculo gastrocnêmio em resposta a obesidade, caracterizada 

pela regulação negativa da capacidade antioxidante enzimática pela redução da área 

imunomarcada, atividade e expressão gênica da GPx-1, assim como da atividade e 

expressão das enzimas catalase e SOD. Ademais, o grupo ESed+DHL apresentou 

ainda aumento dos marcadores de lesão oxidativa de lipídios (TBARS), proteínas 

(nitrotirosina e proteínas carboniladas) e DNA (8-OHdG) em comparação ao grupo 

ESed. 

A relação entre envelhecimento e o aumento gradual do estresse oxidativo é 

classicamente conhecida, de modo que o desbalanço entre produção de espécies 

reativas e a capacidade antioxidante fundamenta grande parte dos mecanismos 

moleculares associados ao declínio das funções fisiológicas inerentes à idade 

(KAPLÁN et al., 2019).  No mesmo sentido, a obesidade leva ao aumento do estresse 

oxidativo e depleção da capacidade antioxidante enzimática no músculo (LU et al., 

2021). Sendo assim, a associação entre ambas as condições se mostra prejudicial, 

visto o sinergismo e complementariedade de vias pró-oxidativas que convergem na 
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lesão muscular através da oxidação de biomoléculas, ativação da inflamação e 

proteólise, e inibição do anabolismo proteico (ZHU et al., 2019).  

No envelhecimento e na obesidade também são prejudicados os mecanismos 

de remoção de mitocôndrias disfuncionais que funcionam como sítios de geração de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e podem interferir na regulação da eficiência 

energética e balanço redox da fibra muscular (EL ASSAR et al., 2020). O acúmulo de 

mitocôndrias disfuncionais favorece o build up de EROs nas células, especialmente 

pela produção de O2
•− que pode levar a formação de H2O2 por uma reação de 

dismutação catalisada pela SOD, ou reagir diretamente com o óxido nítrico (NO•) para 

formar peroxinitrito (ONOO−) (MURPHY, 2009). Além disso, a sobrecarga de substrato 

energético para a mitocôndria em resposta à dieta hipercalórica aumenta a atividade 

da cadeia transportadora de elétrons e consequentemente, a geração de EROs 

(JUNG, 2023). 

A interação de EROs com os lipídios, principalmente ácidos graxos poli-

insaturados, contribui para o prejuízo da função das membranas celulares pela 

alteração estrutural do arranjo da bicamada lipídica, inativação de receptores 

transmembrana e aumento da permeabilidade celular (BIRBEN et al., 2012; HAUCK 

et al., 2018). Aldeídos derivados da peroxidação lipídica reagem com cadeias laterais 

de aminoácidos como lisina, histidina e cisteínas presentes em proteínas através de 

reações de substituição nucleofílica, resultando em carbonilação (ONYANGO, 2021; 

HAUCK et al., 2018). Peroxinitritos reagem com resíduos de tirosina presentes em 

proteínas formando 3-nitro-L-tirosina, e já foi demonstrado que a nitração frequente 

do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) é mecanismo chave para o 

desenvolvimento de resistência à insulina no músculo esquelético em condição de 

inflamação e estresse oxidativo (PILON et al., 2010). As cadeias peptídicas com 

resíduos de aminoácidos danificados por oxidação são alvos de proteólise (BIRBEN 

et al., 2012). Por fim, a oxidação do DNA pela formação de 8-OHdG compromete a 

função celular em seu nível central, prejudicando os eventos de transcrição e tradução 

(HERNÁNDEZ-ÁLVAREZ et al., 2023), e o aumento da marcação de 8-OHdG no 

músculo gastrocnêmio de camundongos envelhecidos foi relacionado ao aumento da 

atrofia muscular (ZHU et al., 2019). 

Os regimes de treinamento aeróbico adotados aumentaram significativamente 

a capacidade antioxidante no músculo gastrocnêmio, expressa pelo aumento da 

imuno-marcação tecidual da GPx1, e atividade das enzimas GPx, Catalase e SOD, 
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sendo o aumento da SOD observado apenas no grupo ETL+DHL. Somado à melhora 

da capacidade antioxidante, os grupos treinados apresentaram menor dano oxidativo 

muscular evidenciado pela redução de todos os biomarcadores de estresse oxidativo 

estudados. A melhora da capacidade antioxidante observada pode resultar de 

mecanismos de adaptação, estresse-dependente, ao aumento da demanda 

metabólica e energética no treinamento. Os sinais oxidativos gerados pelo exercício 

servem de estímulo para ativação de padrões moleculares que resultam na 

transcrição de genes envolvidos na resposta antioxidante, e evidências sugerem papel 

central do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (NRF2) (PIRES et al., 2022). 

O NRF2 quando translocado do citoplasma para o núcleo atua como ativador do 

promotor ARE, levando a transcrição de genes que codificam componentes da 

resposta antioxidante, a exemplo das enzimas Hemeoxigenase-1, Catalase, SOD e 

GPx (SHAW; CHATTOPADHYAY, 2019). Corroborando com o exposto, sugere-se 

que o aumento da expressão gênica do NRF2 observado nos animais dos grupos 

treinados ETT+DHL e ETL+DHL resultou na regulação positiva da expressão dos 

genes para SOD-1, Catalase e GPx-1. 

O aumento da produção de EROs e consequentemente, do estresse oxidativo, 

está intimamente ligado à ativação de vias inflamatórias que por usa vez levam a 

produção de EROs, estabelecendo assim um ciclo onde uma ordem causal é muitas 

vezes difícil de ser estabelecida (BISWAS, 2016). Os animais do grupo ESed+DHL 

apresentaram um status pró-inflamatório evidenciado pelo aumento significativo da 

área imunomarcada por NF-κB/p65 no músculo gastrocnêmio, acompanhado do 

aumento da expressão gênica e proteica das citocinas TNF-α e IL-6, além da redução 

da expressão gênica e proteica da citocina IL-10 em comparação aos animais 

mantidos na dieta controle ao longo da vida. 

A inflamação crônica é um dos principais mecanismos envolvidos no declínio 

das funções fisiológicas observadas no envelhecimento e obesidade (KARANTH et 

al., 2021; JIMENEZ-GUTIERREZ et al., 2022), especialmente na função e estrutura 

muscular esquelética, e o fator de transcrição NF-kB atua como mediador crucial da 

ativação da resposta inflamatória (GARCÍA-GARCÍA et al., 2021). O NF-κB é um 

importante regulador transcricional positivo da inflamação em células musculares, 

responsável pela indução da expressão de citocinas pró-inflamatórias (LIU et al., 

2017). 
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O estresse oxidativo intracelular e citocinas como TNF- podem ativar o NF-kB 

no músculo e desencadear a transcrição e tradução de citocinas como IL-1β, IL-6 e 

TNF-, estabelecendo assim um ciclo pró-inflamatório autossustentado (THOMA & 

LIGHTFOOT, 2018). Wu et al. (2023) sugerem que o TNF-, além de atuar como 

ativador da via do NF-κB, contribui de forma significativa e independente para a 

progressão da sarcopenia via piroptose em camundongos envelhecidos com redução 

da massa muscular, ASF e grip strenght. (WU et al., 2023). Adicionalmente, a redução 

dos níveis de IL-10, citocina com importante efeito anti-inflamatório (PEREIRA & 

ALVAREZ-LEITE, 2014), observada no grupo ESed+DHL contribui para a 

manutenção da inflamação muscular. 

O estado pró-oxidativo e pró-inflamatório observado no grupo ESed+DHL, por 

meio da ativação de processos fibrogênicos no músculo esquelético, pode estar 

associado a gênese do aumento da área de fibrose intersticial avaliada pela coloração 

de Tricrômio de Masson. A fibrose é considerada uma das características mais 

comuns observados em doenças relacionadas à idade, e resulta na substituição de 

regiões de parênquima funcional por tecido fibrótico em resposta à produção 

excessiva de matriz extracelular (RICHTER et al., 2015; MURAINE et al., 2023).  

A realização do treinamento físico aeróbico foi determinante para redução do 

quadro pró-inflamatório muscular evocado pela dieta hiperlipídica. Os grupos 

ETT+DHL e ETL+DHL apresentaram redução da imunomarcação muscular de 

NF-kB/p65, além da redução dos níveis teciduais e expressão gênica de TNF-, 

expressão gênica de IL-6, e aumento dos níveis teciduais e expressão gênica de IL-

10 em comparação ao grupo ESed+DHL. Ademais, o grupo ETL+DHL apresentou 

também a redução dos níveis de IL-6 no músculo quando comparado aos animais 

envelhecidos sedentários e mantidos na dieta hiperlipídica. Em conjunto, os 

resultados demonstram o efeito anti-inflamatório do treinamento físico que nós 

acreditamos dever-se a mecanismos dependentes e independentes da redução da 

adiposidade. 

Como descrito anteriormente, o grupo ETL+DHL apresentou redução 

significativa da adiposidade visceral, e dessa forma é possível postular que os 

mecanismos pró-inflamatórios musculares decorrentes da inflamação sistêmica 

crônica causada pela obesidade foram mitigados pela realização do treinamento. Em 

estudo prévio do nosso grupo, o treinamento ao longo da vida atenuou a inflamação 
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sistêmica, com redução de até 4 vezes nos níveis séricos de TNF-, sendo associado 

à menor da adiposidade abdominal em modelo de envelhecimento e obesidade similar 

ao aplicado no presente estudo (COQUEIRO et al., 2019). Por outro lado, o fato do 

grupo ETT+DHL também ter apresentado redução da expressão proteica e gênica dos 

marcadores pró-inflamatórios e aumento de IL-10 sem redução do peso do TAV 

reforça a ideia de que a resposta anti-inflamatória do treinamento físico está também 

associada à eventos independentes da redução da adiposidade. Corroborando com 

nossos achados, outros autores também observaram que a prática regular de 

exercício aeróbico determinou aumento dos níveis séricos (FENG et al., 2022) e 

musculares (LI et al., 2022) de IL-10 em modelo experimental, e essa modulação do 

fenótipo inflamatório poderia estar relacionado com o controle da inflamação 

inespecífica observada no envelhecimento e obesidade.  

Já foi demonstrado que a IL-10 tem papel importante no crescimento e reparo 

muscular (HUYNH et al., 2023), switch de macrófagos M1 para M2 no músculo, 

(SHABANI et al., 2020; WELC et al., 2020) e proteção da estrutura das células 

musculares pela inibição da atividade e expressão de citocinas pró-inflamatórias, 

como por exemplo, através do antagonismo do efeito inibitório do TNF- sobre a 

sinalização do fator de crescimento semelhante à insulina 1 (IGF-1), que por sua vez 

atua como ativador do eixo PI3K/AKT/mTORC1 (STRLE et al., 2007; VILLALTA et al., 

2011). 

Somados, os resultados observados no perfil oxidativo e inflamatório dos 

grupos ETT+DHL e ETL+DHL parecem ter contribuído para a significativa redução da 

fibrose intersticial em comparação ao grupo ESed+DHL. A inflamação crônica 

promove no músculo o acúmulo e prolongamento da atividade de células progenitoras 

fibro-adipogênicas (FAPs) com consequente progressão da fibrose. Evidências 

sugerem que a prática de exercício físico induz a senescência das FAPs e determina 

a inversão do estado pro-fibrótico para pró-regenerativo muscular (SAITO et al., 2020). 

No músculo, a expressão dos genes proteolíticos que codificam a MURF-1 e 

Atrogin-1 aumentou no grupo ESed+DHL e corroborando com evidências do papel da 

inflamação associada a obesidade e do envelhecimento na sarcopenia, neste grupo, 

também se observou aumento da expressão NF-kB/p65. A atividade do NF-kB e a 

expressão de componentes inflamatórios no musculo levam à ativação da via 

proteolítica ubiquitina-proteassoma, especialmente através das ubiquitinas ligases 

MURF-1 e Atrogin-1/MAFbx (WU et al., 2023), sendo inclusive consideradas 
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“atrogenes”, dada sua importância no contexto catabólico proteico envolvido na atrofia 

muscular em diferentes condições (SARTORI et al., 2021). A upregulation das 

ubiquitinas ligases indica um metabolismo prono à proteólise que corrobora com os 

achados de redução do peso e ASF do gastrocnêmio nos animais do grupo 

ESed+DHL, visto que determinam a ubiquitinação, e subsequente degradação, de 

diversas proteínas estruturais e envolvidas no processo de contração muscular, a 

exemplo da troponina I, miosina de cadeias leve e pesada, e actina (HNIA et al., 2019). 

O aumento da expressão de genes da via catabólica nos animais do grupo 

ESed+DHL foi acompanhado pela regulação negativa dos genes que codificam as 

proteínas PI3K e AKT, evidenciando o desbalanço entre síntese/degradação proteica 

também pela inibição da via anabólica. A via PI3K/AKT/mTOR atua positivamente 

sobre o estímulo à síntese proteica e regula negativamente a proteólise (GHOLIPOUR 

et al., 2022), e já foi descrita a redução da expressão proteica e gênica dos 

componentes deste eixo anabólico em resposta ao envelhecimento e obesidade 

(BROWN et al., 2021). 

O treinamento por sua vez melhorou a estrutura muscular expressa pelo 

aumento do peso e ASF do músculo gastrocnêmio, sendo estes resultados 

consonantes à upregulation dos genes AKT e PI3K, e downregulation dos genes 

MURF-1 e Atrogin-1 em resposta a ambos os protocolos de treinamento. Apesar dos 

estímulos hipertróficos estarem classicamente associados ao treinamento resistido, já 

se sabe que a realização de regimes de treinamento aeróbico atua tanto na melhora 

da capacidade cardiorrespiratória, como também na manutenção e aumento da 

massa muscular (DE OLIVEIRA FRANÇA et al., 2020). 

A vasta gama de padrões moleculares alterados na sarcopenia evidencia a 

necessidade de estudos que esclareçam os mecanismos envolvidos e identificação 

de possíveis alvos para modulação dos efeitos musculares do envelhecimento e 

obesidade. Nesse contexto, o gene Klotho é reconhecido por seus efeitos 

antienvelhecimento especialmente em células renais, cerebrais e vasculares (AVIN et 

al., 2014), e sua expressão está diminuída com o envelhecimento (ARROYO et al., 

2022). 

Nossos resultados evidenciaram redução significativa da expressão do gene 

Klotho no músculo gastrocnêmio dos animais do grupo ESed+DHL, ao passo que 

ambos os grupos treinados apresentaram regulação positiva desse gene. Apesar de 

os estudos dos efeitos do Klotho sobre a musculatura de ratos em condição de 
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envelhecimento e obesidade serem escassos, evidencias sugerem uma forte relação 

entre os níveis de Klotho com a força e função muscular (PHELPS et al., 2013) tanto 

pela regulação do estresse oxidativo (IZBEKI et al., 2010) como da inflamação (HUI 

et al., 2017). Sendo assim, os achados de estímulo a expressão do gene Klotho pelos 

treinamentos apontam para possíveis mecanismos de proteção aos danos estruturais 

e funcionais do músculo associados ao envelhecimento e obesidade. 

A flexibilidade metabólica muscular corresponde à habilidade do músculo 

esquelético em se adaptar à utilização de fontes energéticas de acordo à 

disponibilidade de substratos, em condição de saúde e doença (GOODPASTER; 

SPARKS, 2017; SHOEMAKER et al., 2022). A análise dos parâmetros metabólicos 

musculares estudados evidenciou aumento do conteúdo de triglicerídeos e redução 

dos níveis de glicogênio no gastrocnêmio, associado também à redução da atividade 

da enzima citrato sintase no grupo ESed+DHL em comparação ao grupo ESed. Por 

outro lado, o treinamento se contrapôs aos efeitos da dieta aumentando o glicogênio 

muscular e a atividade da enzima citrato sintase e reduzindo o acúmulo de 

triglicerídeos intramiocelular. Corroborando com nossos dados, diferentes autores já 

demonstraram que o uso da dieta hiperlipídica contribui para o aumento dos níveis de 

lipídios no músculo esquelético, acompanhado pela redução do conteúdo de 

glicogênio, tanto em ratos (TERMKWANCHAROEN et al., 2022), como em humanos 

(BAJPEYI et al., 2012). 

Triglicerídeos intramiocelulares são formados a partir da esterificação de ácidos 

graxos do plasma para dentro da fibra muscular, e o aumento do conteúdo lipídico no 

músculo é frequentemente associado a eventos de lipotoxicidade que desencadeiam 

processos inflamatórios e oxidativos (LAURENS; MORO, 2016) que culminam, entre 

outros fatores, na redução da sensibilidade muscular à insulina (GEMMINK et al., 

2017). O acúmulo de lipídios na fibra muscular leva a ativação da PKC e consequente 

fosforilação do substrato 1 do receptor de insulina, impedindo a ativação da PI3K e 

consequentemente, dos mecanismos downstream que levam à translocação do 

transportador GLUT4 para a membrana plasmática, e dessa forma reduzindo a 

captação de glicose. Além disso, o aumento de ácidos graxos na fibra muscular resulta 

na inibição da respiração mitocondrial pelo aumento da razão ATP/ADP e 

consequente redução na cadeia transportadora de elétrons (HONG; CHOI, 2020). 

Neste sentido, já foi demonstrado em modelo de camundongos obesos que a redução 
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da atividade da enzima mitocondrial citrato sintase está associada a intolerância à 

glicose e lipotoxicidade (ALHINDI et al., 2019). 

O treinamento físico reduz o conteúdo de lipídios intramiocelulares em condição 

de obesidade (GOPALAN et al., 2021), além de regular positivamente a expressão 

dos componentes das vias de captação de glicose dependente e independente da 

insulina no músculo gastrocnêmio (COQUEIRO et al., 2019), e a melhora da função 

mitocondrial evidenciada pelo aumento da atividade da enzima citrato sintase nos 

grupos treinados sugere um aumento da eficiência oxidativa no músculo em resposta 

ao treinamento. Já foi documentado que o treinamento aeróbico determinou aumento 

da atividade da enzima citrato sintase em camundongos alimentados com dieta 

hiperlipídica, associado à melhora no teste de tolerância oral à glicose e redução da 

insulina plasmática (YUAN et al., 2013). 

A modulação da expressão de microRNAs em resposta ao treinamento físico 

tem despertado muito interesse pelo papel regulador pós-transcricional dos 

microRNAs em uma infinidade de processos celulares fisiológicos e patológicos 

(DEXHEIMR; COCHELLA, 2020). No presente estudo, a dieta hiperlipídica regulou 

positivamente a expressão do miR-21, ao passo que o treinamento aeróbico reduziu 

a expressão do miR-21 e aumentou a expressão do miR-486 no músculo 

gastrocnêmio. A regulação positiva do miR-21 já foi associada à aceleração da perda 

muscular no envelhecimento (BROWN; GOLJANEK-WHYSALL, 2015), e a inibição do 

miR-21 acarreta redução da obesidade em camundongos db/db (SEEGER et al., 

2014), enquanto o aumento do miR-486 em resposta ao treinamento ao longo da vida 

parece proteger a função e estrutura muscular de ratos envelhecidos ao ativar a via 

PI3K/AKT/mTOR, e regular negativamente a expressão das proteínas MURF-1 e 

Atrogin-1 (GAO et al., 2021). 

A análise funcional dos microRNAs estudados demonstrou significativa relação 

com vias importantes do metabolismo celular, como a via da Ras, MAPK e FoxO, 

reforçando a relevância dos achados do presente estudo. A via da Ras/Raf/MAPK é 

provavelmente uma das mais bem descritas vias de sinalização na biologia celular, e 

sua função compreende os sinais de transdução do meio extracelular para o núcleo 

das células, que resultam na modulação da expressão de genes envolvidos no 

crescimento, divisão e diferenciação celular (MAEDA et al., 2021). Evidências 

apontam para o papel regulador dessa via sobre o desenvolvimento da musculatura 

esquelética, de modo que a maior ativação resulta atrofia muscular (RYU et al., 2019). 
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Um modelo de camundongos com deleção heterozigótica para Nf1, regulador negativo 

da via Ras/Raf/MAPK, os animais praticamente não apresentam alterações 

fenotípicas de importância muscular, entretanto, knockouts homozigotos para Nf1 

resultam em letalidade das ninhadas com múltiplas anomalias que incluem defeitos 

musculares esqueléticos e cardíacos (KOSSLER et al., 2011). 

A via de sinalização da proteína forkhead box O (FoxO) possui papel central na 

patogênese da atrofia muscular ao regular positivamente diferentes sistemas 

proteolíticos, dentre eles, o sistema ubiqutina-proteassoma. A FoxO desfosforilada 

pode ser translocada para o núcleo onde atua como ativador da transcrição de genes 

que codificam proteínas como MuRF-1, atrogin-1, e consequentemente, leva ao 

aumento da proteólise muscular. Dada sua importância, a via de sinalização da FoxO 

é um dos principais alvos para o desenvolvimento de terapias contra a atrofia muscular 

(CHEN et al., 2022). Dessa forma, nossos resultados mostram que o treinamento 

físico modula ativamente o perfil de expressão de microRNAs no músculo esquelético 

e, consequentemente, seus mecanismos superiores de regulação pós-

transcricional/pré-traducional. 

As alterações cardíacas e a sarcopenia são eventos que estabelecem entre si 

uma causalidade mútua. Ao passo que a obesidade sarcopênica contribuiu para o 

estabelecimento de agravos cardiometabólicos associados ao aumento da 

adiposidade visceral, resistência à insulina e estados pró-inflamatório e pró-oxidativo 

crônicos, os prejuízos na função cardíaca também podem predispor à perda de massa 

magra visto que doenças cardiovasculares (DCV) induzem um estado pró-catabólico. 

Essa interdependência parece dever-se ao compartilhamento das vias 

fisiopatológicas da obesidade sarcopênica e DCV que culminam, dentre outros 

desfechos, no prejuízo funcional cardíaco e aumento da mortalidade (DAMLUJI et al., 

2023). 

Em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa no mesmo modelo de 

envelhecimento, obesidade e treinamento físico, foi observado que os animais que 

realizaram o treinamento preventivo apresentaram redução da pressão arterial média 

comparado ao grupo envelhecido sedentário e obeso (COQUEIRO et al., 2019). A 

partir disso, buscou-se investigar se a associação entre envelhecimento e dieta 

hiperlipídica promoveria alterações cardíacas que poderiam implicar, em algum nível, 

no prejuízo cardiovascular. De semelhante modo ao observado no músculo 

gastrocnêmio, os animais do grupo ESed+DHL apresentaram um aumento da 



92 
 

deposição de fibras colágenas, marcação de NF-kB tecidual e níveis de TNF-a, 

redução da capacidade antioxidante enzimática, elevação dos marcadores de 

estresse oxidativo e redução da função mitocondrial em comparação ao grupo ESed. 

Em conjunto, os dados apontam para o aumento da fibrose intersticial do ventrículo 

cardíaco que possivelmente seja um desfecho estrutural do estabelecimento de um 

quadro pró-inflamatório e pró-oxidativo in situ em resposta ao envelhecimento e 

obesidade. 

Durante o envelhecimento, cardiomiócitos humanos e murinos apresentam um 

fenótipo específico, que dentre outros fatores compreende a secreção de citocinas 

pró-inflamatórias, proteases e componentes insolúveis de matriz extracelular, 

conhecidos como fenótipo secretório associado a senescência (LI et al., 2020). 

Adicionalmente, o envelhecimento cardíaco é acompanhado pelo declínio da função 

mitocondrial que resulta no aumento da produção de ERO, evento considerado como 

um dos principais mecanismos envolvidos na insuficiência cardíaca (LI et al., 2020). 

Nesse sentido, o compartilhamento e sinergia das vias pró-inflamatória e pró-oxidativa 

pelo envelhecimento e obesidade torna a associação ainda mais danosa para a 

função cardiovascular. A obesidade induzida por dieta hiperlipídica contribui 

diretamente para o prejuízo funcional cardíaco ao reduzir a função contrátil ventricular 

esquerda associada ao aumento da espessura da parede do ventrículo, deposição de 

fibras colágenas e apoptose dos cardiomiócitos (YANG et al., 2020). 

Em contraste com os resultados observados no grupo ESed+DHL, os animais 

que seguiram os protocolos de treinamento apresentaram diminuição da fibrose 

intersticial no ventrículo cardíaco, melhora da capacidade antioxidante enzimática, 

redução dos níveis de proteínas carboniladas e proteção da função mitocondrial. 

Notavelmente, aqueles submetidos ao treinamento ao longo de toda a vida exibiram 

a maior redução na fibrose, redução da marcação de NF-kB e níveis de TNF- e 

redução de todos os marcadores de estresse oxidativo tecidual estudados. 

Alguns resultados promissores do treinamento físico sobre o remodelamento 

cardíaco já foram observados, e implicam na melhora da função ventricular e aumento 

na contratilidade cardíaca, evidenciado pela redução da deposição de colágeno, além 

de prevenir o desenvolvimento de fibrose cardíaca em modelo experimental (NOVOA, 

et al., 2017; FELIX, et al., 2015). Os efeitos cardioprotetores do treinamento físico 

podem estar associados a mecanismos relacionados a redução do estresse oxidativo 

e de mediadores pró-inflamatórios promovidas pelo treinamento físico, como a 
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diminuição dos níveis de angiotensina II, supressão de TGF-β 1 e o inibidor tecidual 

de metaloproteinases (TIMP-1), que estão diretamente envolvidos no aumento da 

síntese e acúmulo de colágeno no tecido cardíaco (FELIX et al., 2015). Em estudo 

com ratos obesos e diabéticos, o treinamento de moderada intensidade melhorou a 

função ventricular cardíaca, resultado associado pelos autores à redução do estresse 

oxidativo, da deposição de colágeno e expressão proteica de TGF- (WANG et al., 

2019).  

Figura 35. Efeitos do treinamento físico sobre o músculo esquelético e cardíaco de ratos Wistar 

envelhecidos e obesos observados no presente trabalho. Nossos achados apontam para o efeito 

principal do treinamento físico aeróbico, especialmente o treinamento ao longo da vida, em melhorar a 

capacidade mitocondrial e resposta antioxidante, ao passo que reduz o estresse oxidativo e inflamação 

tecidual. Imagem criada com BioRender.com. 

 

A prevalência de efeitos cardioprotetores superiores observados no grupo 

ETL+DHL em comparação ao grupo ETT+DHL sugere que a maior duração do 

treinamento (ETL+DHL = 10 meses / ETT+DHL = 2 meses), somado ao fato do grupo 

ETL+DHL ter iniciado o treinamento previamente à introdução da dieta hiperlipídica, 

foram determinantes para os melhores desfechos. Vale ressaltar que ambos os 

grupos treinados se mantiveram na dieta hiperlipídica até o final do treinamento, 

simulando um mecanismo de redução de danos frente à adoção de um hábito 
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alimentar não saudável. Sendo assim, a associação dos mesmos protocolos de 

treinamento a medidas de reeducação alimentar poderia influenciar os resultados 

obtidos, e por isso, a realização de mais estudos mostra-se de muita importância. A 

figura 35 sumariza os eventos observados nos músculos esquelético e cardíaco em 

resposta ao treinamento físico no presente estudo. 

Para além dos resultados in situ observados no músculo gastrocnêmio e 

ventrículo cardíaco, os achados do estudo in vitro nos permitem postular que os efeitos 

do treinamento não se limitam aos músculos exercitados, visto que possíveis fatores 

endócrinos circulantes no soro dos animais atuaram sobre culturas de células 

oriundas de animais jovens e sedentários regulando sua expressão gênica. Os 

resultados obtidos com a exposição dos macrófagos primários ao soro de animais em 

diferentes condições de dieta e treinamento modula ativamente o perfil de reposta 

inflamatória das células. Frente ao soro de animais envelhecidos e submetidos à dieta 

hiper lipídica, os macrófagos em cultura assumiram um perfil pró-oxidativo e pró-

inflamatório, ao passo que a exposição ao soro de animais treinados, especialmente 

ao longo de toda vida, atenuou essa alteração.  

No presente estudo, a exposição ao soro dos animais dos grupos experimentais 

não reduziu a viabilidade celular dos macrófagos em comparação ao grupo controle 

SFB (Soro Fetal Bovino), mostrando que os possíveis efeitos de modulações 

fenotípicas de macrófagos primários perante o meio em que ele é submetido, em 

nosso caso, não se deveram à redução da viabilidade das células. 

Os macrófagos expostos ao soro dos animais envelhecidos e obesos 

aumentaram significativamente a produção de H2O2 e nitritos totais, sendo o último 

um indicador da produção de óxido nítrico, e apresentaram regulação positiva da 

expressão gênica das citocinas pró-inflamatórias MCP-1, TNF-α, IL-6 e IL-1β. Em 

conjunto, a maior produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio 

(ERN), associado ao perfil de expressão gênica observado, sugerem que a exposição 

ao soro do grupo ESed+DHL contribui para a polarização M1 dos macrófagos. 

Entretanto, conclusões categóricas acerca do fenótipo dos macrófagos dependem de 

análises mais específicas, como ensaios de citometria de fluxo, que não foram 

conduzidas no presente trabalho. 

Macrófagos são uma das principais células envolvidas na resposta inflamatória 

e podem ser classificados de acordo ao perfil de atividade que exercem. Dessa forma, 

macrófagos M1 apresentam um fenótipo pró-inflamatório caracterizado pela produção 
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e liberação de citocinas como TNF-α, IL-6, IL-1β, que de maneira geral, induzem a 

propagação e manutenção da inflamação (PENCE et al., 2014; DORNELES et al., 

2020), além de produzirem EROs e ERNs (CANTON et al., 2021).  Por outro lado, 

macrófagos M2 estão envolvidos com a finalização da inflamação, ativando 

fibroblastos e inibindo a manutenção do estado pró inflamatório através da produção 

de citocinas e fatores de crescimento como IL-10, o antagonista do receptor de IL-1 

(IL-1Ra) e TGF-β1 (BONIAKOWSKI et al., 2017; DORNELES et al., 2020). 

Se opondo ao observado com a exposição ao soro dos animais obesos, o soro 

dos grupos treinados determinou uma upregulation da expressão do gene da citocina 

IL-10 nos macrófagos, somado à downregulation dos genes das citocinas MCP-1, 

TNF-α e IL-6. Adicionalmente, o soro do grupo que foi treinado antes e ao longo da 

utilização da dieta hiper lipídica (ETP+DHL) mostrou-se como a melhor alternativa de 

exposição dentre os grupos treinados, visto que causou a maior modulação da 

expressão dos genes das citocinas envolvidas na inflamação, além da redução da 

produção de H2O2 e nitritos totais. De fato, já é conhecido que a prática regular de 

exercício é eficaz na polarização M2 de macrófagos, inclusive através do switching 

entre fenótipos (KAWANISHI et al., 2010). A discrepância de resultados obtidos entre 

os grupos treinados ao longo da vida ou de maneira terapêutica demonstra que, para 

o presente trabalho, o maior tempo de realização do treinamento foi determinante para 

obtenção dos melhores desfechos (Figura 36).  

Corroborando com os nossos achados, Dorneles e colaboradores (2020) 

demonstraram que a exposição de células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs) ao soro autólogo de indivíduos obesos após a realização de uma única 

sessão de exercício físico foi capaz de reduzir o status de acetilação de histonas, o 

conteúdo de NF-kB, suprimir a produção de TNF-α e IL-6, enquanto aumentou os 

níveis de IL-10 (Dorneles et al., 2020).  

As culturas de mioblastos primários expostos ao soro dos animais do grupo 

ESed+DHL apresentaram aumento significativo da expressão gênica das ubiquitinas 

ligases MURF-1 e Atrogin-1, enquanto o soro dos animais dos dois regimes de 

treinamento reduziu a expressão da MURF-1. Além disso, o soro do grupo ETL+DHL 

determinou ainda redução da expressão de atrogin-1 nos mioblastos. Estudos com 

abordagens in vitro já demonstraram que mioblastos e miotúbulos expostos ao soro 

de indivíduos jovens ou idosos apresentam efeitos do envelhecimento expressos pela 

redução no diâmetro das células e capacidade reduzida no scratch assay 
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(KALAMPOUKA et al., 2018). Por outro lado, mioblastos expostos ao soro de 

indivíduos treinados em diferentes modalidades de exercício apresentaram aumento 

da diferenciação miogênica, resultado que os autores sugerem importante no contexto 

da prevenção contra sarcopenia associada à idade (VITUCCI et al., 2018). 

Os resultados do estudo in vitro reforçam a evidência do efeito sistêmico do 

treinamento físico ao contribuir na produção e liberação de fatores na circulação 

periférica, controlando a expressão gênica e produção de ERO e ERN de macrófagos, 

prono à um fenótipo anti-inflamatório, além de modular a expressão gênica envolvida 

no metabolismo proteico de mioblastos. Whitham e colaboradores (2018), utilizando 

técnicas de proteômica quantitativa, caracterizaram a secreção induzida pelo 

exercício de proteínas contidas em vesículas extracelulares na circulação, sendo este 

um dos possíveis mecanismos envolvidos na regulação endócrina do exercício físico 

observada em nosso estudo, que extrapolam os mecanismos clássicos associados à 

redução da adiposidade corporal. 

Figura 36. Resumo dos achados nos experimentos in vitro com macrófagos primários. A exposição 

dos macrófagos ao soro dos animais treinados determinou mudança do perfil inflamatório expresso 

pela menor produção de marcadores oxidativos peróxido de hidrogênio (H2O2) e nitritos, além da menor 

expressão gênica das citocinas de resposta pró-inflamatória, somado a regulação positiva da 

expressão de IL-10. Imagem criada com BioRender.com.  
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8. CONCLUSÃO 

 

 

Em conjunto, nossos dados reforçam os riscos da danosa associação entre o 

envelhecimento a obesidade sobre a saúde musculoesquelética e cardíaca, visto que 

alterações estruturais, metabólicas, inflamatórias e oxidativas são evidentes nos 

estágios iniciais do envelhecimento em ratos submetidos à dieta hiperlipídica. Nesse 

contexto, a prática regular de exercício físico mostra-se imperativa para mioproteção, 

mediada por mecanismos in situ e sistêmicos, contra os prejuízos estruturais e 

funcionais causados pela hostil associação entre envelhecimento e obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica. Como observado, a prática regular do treinamento 

físico ao longo da vida foi superior à sua realização de maneira terapêutica, 

enfatizando a importância de iniciar uma rotina de treinamentos ainda na juventude. 

Por fim, os achados dos estudos in vitro reforçam a importância da prática regular do 

treinamento físico ao demonstrar que seus efeitos são sistêmicos e podem ser 

mediados por fatores humorais. 
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