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RESUMO 

 

PAIXÃO, N. A. da. Adaptações morfofuncionais do músculo esquelético em 
camundongos com diferentes faixas etárias: efeito do treinamento físico na 
regeneração muscular. Ano. 2016. 98f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – 
Escola de Educação Física e Esporte, Universidade de São Paulo, São Paulo. 2016. 

 

O envelhecimento é caracterizado por diversas alterações no organismo, as quais 

acarretam em fragilidade, maior susceptibilidade a quedas, perda de autonomia e 

piora da qualidade de vida. O músculo esquelético também é afetado pelo 

envelhecimento, levando a alterações na locomoção, adaptação metabólica e em 

sua plasticidade. Alterações na plasticidade - prejudicam a capacidade regenerativa 

do músculo esquelético, desencadeando modificações em todos os estágios desse 

processo. Uma estratégia que tem sido bastante utilizada para minimizar/reverter o 

impacto do envelhecimento na função e plasticidade muscular é o treinamento físico 

aeróbico (TFA), o qual promove diversos benefícios à musculatura esquelética. 

Dessa forma, na presente dissertação investigamos a contribuição do TFA de 4 

semanas em esteira rolante na capacidade regenerativa do músculo tibial anterior de 

camundongos jovens e idosos após lesão mecânica. A capacidade regenerativa foi 

avaliada por métodos histológicos e de imunofluorescência em tecido aos 2, 4 e 15 

dias após a indução da lesão mecânica. Os níveis de RNAm de fatores relacionados 

à resposta regenerativa muscular foram avaliados por PCR em tempo real. Para 

confirmar a eficácia do TFA e função muscular, avaliamos a capacidade aeróbica, a 

deambulação e a produção de força ex vivo. Observou-se que o TFA melhorou a 

função muscular e a capacidade aeróbica dos animais jovens e idosos. No que diz 

respeito ao processo de regeneração muscular, os resultados obtidos sugerem, 

aumento da área necrótica, da inflamação, da deposição de colágeno e redução da 

área de secção transversa das fibras nos animais idosos sedentários ao longo do 

curso temporal estudado. Adicionalmente, observou-se redução na expressão de 

genes envolvidos na ativação de células satélites e atraso no processo de 

diferenciação dessas células nesses animais. OTFA  contribuiu para a redução da 

área necrótica, da inflamação, levando a menor deposição de colágeno e aumento 

da distribuição das fibras centro nucleadas nos animais idosos. No entanto, não se 

observou modificações na expressão dos genes com o TFA nesses animais. 
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Portanto, os dados sugerem que o TFA contribui para melhora do processo de 

regeneração muscular em camundongos idosos.  

 

Palavras-chave: regeneração muscular; treinamento físico aeróbico; músculo 

esquelético; envelhecimento. 
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ABSTRACT 

 

PAIXÃO, N. A. da. Morphological and functional adaptations in skeletal muscle 
of young and old mice: effect of exercise training on muscle regeneration. 
2016. 98f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Escola de Educação Física e 
Esporte, Universidade de São Paulo, São Paulo. 2016. 

 

Aging is a biological process characterized by a progressive impairment in 
physiological systems, which leads to general frailty and reduced exercise tolerance 
and performance in daily living activities. Skeletal muscle is directly affected by 
aging, displaying changes in locomotion, metabolic adaptation, and muscle plasticity. 
Altered muscle plasticity affects muscle regeneration capacity in elderly. Aerobic 
exercise training (AET) has been used as a strategy to minimize/reverse the impact 
of aging on muscle function and regenerative function. Thus, we have investigated 
the contribution of 4-week AET (running on the treadmill) for tibialis anterior muscle 
regenerative response from mechanical injury in young and old muscle, which were 
randomly assigned into untrained and trained groups. The regenerative capacity was 
evaluated by histology and immunofluorescence at 2, 4 and 15 days after the 
mechanical injury induction. Muscle mRNA levels of regulatory genes involved in 
muscle regeneration were evaluated by real time PCR. To verify the effectiveness of 
AET and muscle function, we assessed the aerobic capacity, step length in 
ambulation test and ex vivo muscle force production. We observed that AE improved 
muscle function and aerobic capacity of young and old mice. Regarding the muscle 
regeneration process, our data suggest an increase in necrotic area, inflammation 
and collagen deposition paralleled by a reduced fiber cross sectional area in 
sedentary old mice. These responses were associated with changes in gene 
expression suggesting reduced satellite cells activation and delayed differentiation. 
AET contributed to reduction in both necrotic area and inflammation, leading to 
reduced collagen deposition and increased centronucleated fibers, suggesting 
improved regeneration process. However no changes were observed in mRNA levels 
of genes studied after AET. Altogether, our data provide evidence for AET improved 
regeneration process in muscle of old mice. 

 

Keywords: muscle regeneration; aerobic exercise training; skeletal muscle; aging;  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O músculo esquelético é responsável pela locomoção, respiração, adaptação 

metabólica e pelo armazenamento da maior quantidade de proteínas corporais, além 

de apresentar grande plasticidade e adaptabilidade às condições ambientais. Uma 

importante característica adaptativa da musculatura esquelética é a capacidade de 

regenerar-se após uma lesão muscular. A extensão das lesões musculares pode 

variar - de brandas e/ou microlesões  (observadas após um exercício físico) a graves 

e/ou extensas (como em entorses, lacerações, entre outras). Assim, o processo de 

lesão implica desde um simples desarranjo de sarcômeros e proteínas contráteis até 

a perda da integridade na transmissão de força e prejuízos no acoplamento 

excitação-contração (JÄRVINEN et al., 2005). 

Em decorrência do envelhecimento, o músculo esquelético vai perdendo área 

e número de fibras, o que induz ao declínio da sua capacidade em produzir força e 

resistir à fadiga, aumentando a susceptibilidade para danos/lesões no próprio tecido 

muscular. Essas alterações contribuem para quadros de fragilidade física, que 

culminam em menor mobilidade e aumento no número de quedas, sendo este um 

dos principais fatores para a dependência na velhice (HADEY et al., 1993; 

HOLLOSZY et al., 1995). A partir disso, o processo de regeneração muscular 

tornou-se um tema científico relevante na expectativa de que intervenções 

terapêuticas pudessem melhorar a qualidade de vida de indivíduos idosos (CHARGE 

& RUDNICKI, 2004). 

O processo de regeneração muscular após uma lesão consiste nas seguintes 

etapas: primeiramente, há um período inflamatório (com a migração de neutrófilos, 

macrófagos e fibroblastos para conter o tamanho da lesão); em seguida, há um 
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período regenerativo (onde entram em ação células satélites e outras precursoras 

miogênicas para a recuperação das fibras lesionadas); e, por fim, ocorre o período 

de reparo/remodelamento muscular (com a angiogênese, a neurogênese e a 

recuperação funcional - força, flexibilidade e resistência muscular). Esse processo 

regenerativo pode levar dias ou meses, de acordo com a extensão da lesão e com a 

idade do indivíduo lesionado (CAROSIO et al., 2011). 

 Apesar de muitos trabalhos na literatura terem utilizado uma única sessão de  

exercício físico submáximo ou máximo, como forma de indução de lesão branda, 

seja por meio de contrações excêntricas máximas  (protocolo comumente usado em 

humanos) (HORTOBAGYI et al., 1998; NOSAKA et al., 2002; PHILIPS et al., 2003) 

ou por corrida em declive (realizada tanto em animais, como em humanos) 

(AKIMOTO et al., 2002; SACHECK et al., 2003), pouco se sabe sobre o possível 

efeito terapêutico do treinamento físico aeróbico sobre o processo de regeneração 

muscular. Portanto, o objetivo dessa dissertação foi o de avaliar o efeito do 

treinamento físico aeróbico prévio à uma lesão muscular e comparar as respostas 

regenerativas entre camundongos jovens e idosos. 
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2. Revisão de Literatura 

 

 2.1 O processo de envelhecimento 

 Os avanços da medicina e da indústria farmacêutica aliados à melhora nas 

condições econômicas e sociais de vida têm resultado no aumento da população 

com idade superior a 60 anos no Brasil e no mundo. Segundo dados do IBGE 

(2013), atualmente no Brasil há 10 milhões de pessoas com idade superior a 60 

anos e projeções apontam que, no ano de 2030, o Brasil terá a 6ª maior população 

mundial de idosos em números absolutos. Com o aumento da expectativa de vida, 

iniciativas que aumentem as chances de um envelhecimento saudável e autônomo 

tornam-se cada vez mais importantes (MARANHÃO NETO et al., 2008). 

O envelhecimento pode ser caracterizado como um processo contínuo 

durante o qual ocorre declínio progressivo de todos os processos fisiológicos 

(NÓBREGA et al., 1999). Com o envelhecimento, observamos a perda da 

elasticidade da pele, quantidade de colágeno e tecido adiposo subcutâneo, o que 

altera a capacidade de absorção de choques e controle da perda de calor corporal 

(HAYCLIFF, 1996).  

De fato, em muitos idosos, há aumento nos quadros de demência e uma 

redução na concentração e memorização, que - são mais prevalentes para a 

memória episódica (lembrança de eventos) do que para a memória semântica 

(conhecimento conceitual, cognição social) (CRAICK et al., 1990). O tecido adiposo 

aumenta de 18 a 36% nas pessoas do sexo masculino e de 33% a 48% nas do sexo 

feminino, principalmente na região abdominal, o que corrobora o aumento da 

susceptibilidade de doenças do aparelho circulatório (MATSUDO et al., 2000; 
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HUAYLLAS et al., 2001; BRITO et al., 2001). Outra mudança que ocorre com o 

envelhecimento é a diminuição na porcentagem de água, de 60% para 52%, que 

acarreta em maior rigidez nos tendões, ligamentos e cartilagens articulares 

(MARTEL et al., 2006; BASSET et al., 2004). 

Com a mudança no metabolismo basal, há notadamente uma menor 

produção de hormônios: nos homens há menor testosterona circulante e ACTH, em 

torno dos 60 anos, ao passo que nas mulheres, devido à menopausa, por volta dos 

45 anos, há diminuição de estrógeno (KANNAAN et al., 2005). Podemos observar 

também a perda de massa óssea, densidade óssea e mudança na geometria óssea, 

num total de 1 a 3% a cada ano, levando à menor estatura, aumento na fragilidade e 

quadros de osteoporose (SCHULTHEIS, 1991). No que diz respeito ao sistema 

imune, ocorre a imunosenescência, ou seja, acontece uma redução tanto nas 

respostas do sistema imune inato, como no do sistema imune adquirido, resultantes 

da involução do timo e da modulação das populações leucocitárias, que tem por 

consequência,  resposta alterada contra patógenos, o que piora o combate à 

infecções e inflamações (ESQUENAZI et al., 2008). Na musculatura esquelética, há 

uma acentuada perda na massa, força e potência musculares com o envelhecimento 

(DOHERTY, 2003).  

Dentre os diversos processos fisiológicos que se alteram com o avanço da 

idade, destaca-se a diminuição na capacidade de execução das atividades de vida 

diárias (AVDs), aumentando o grau de dependência dos idosos (INOUYE et al., 

2007). Uma das consequências é o aumento no número de quedas, que comumente 

resulta em fraturas, que são consideradas causa frequente de dependência e 

morbidade na terceira idade (MORELAND et al., 2004). Cabrera e colaboradores 

(2007), em um estudo de coorte prospectivo com tempo médio de seguimento de 9 
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anos, observaram que de 840 idosos estudados, 36% vieram a óbito, sendo 8,6% 

devido, exclusivamente, a quedas.  

Vários são os fatores que aumentam a susceptibilidade à queda no idoso, 

sendo que a sarcopenia, atrofia muscular no envelhecimento, está entre os 

principais. O processo de sarcopenia está relacionado a uma rede complexa de 

fatores metabólicos, imunológicos e neuro-humorais potencializados pela inatividade 

física e distúrbios nutricionais. Em geral, nessa condição, a síntese de proteínas é 

suprimida e suplantada pela elevação da degradação de proteínas, levando a um 

quadro atrófico que é agravado pela perda progressiva de mionúcleos por apoptose 

muscular (CHABI et al., 2008). De fato, em um acompanhamento de indivíduos 

idosos por um período de 12 anos, foi possível identificar que a perda de força 

muscular pode variar de 20 a 30%, sendo que a área de secção transversa (AST) 

dos músculos foi responsável por cerca de 90% dessa perda (FRONTERA et al., 

1998). A diminuição do número de fibras musculares e da AST das fibras restantes 

tem sido associada à degeneração progressiva dos neurônios motores, 

principalmente os que inervam as fibras musculares do tipo II (FAULKNER et al., 

2007).  

Com o envelhecimento, além da redução da massa muscular, há diversas 

alterações que comprometem a função muscular. Uma delas refere-se à perda de 

capacidade regenerativa, que parece estar envolvida com a menor ativação/redução 

de componentes desse processo na ocorrência de lesões, contribuindo para a 

sarcopenia (COLLINS et al., 2007; WANG et al., 2013). Nos itens a seguir, serão 

descritos os aspectos relacionados ao processo regenerativo da musculatura 

esquelética, em condições normais e no idoso. 
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 2.2 Processo regenerativo pós-lesão muscular 

                                                                    que se 

regenera de maneira eficaz em resposta à uma lesão                            

caracterizado por quatro fases distintas: lesão/degeneração, inflamação, 

regeneração e remodelamento/reparo (CRISCO et al., 1994; CAROSIO et al.,2011) 

(Figura 1). 

 

Figura 1 - Representação esquemática das quatro fases interligadas da regeneração 

muscular. Adaptado de Carosio e colaboradores (2011). 

 

2.2.1 Lesão muscular 

Após a lesão de fibras musculares, o processo de degeneração é resultado 

de rápida necrose derivada do aumento no influxo de Ca2+ extracelular, seguido pela 

ruptura do sarcolema. O aumento no influxo de Ca
2+ 

leva à                       , 

proteases neutras, associadas aos processos iniciais de degeneração ocorridos nos 
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sarcômeros musculares (ZIMOWSKA et al., 2001), promovendo o desarranjo de 

proteínas miofibrilares e proteínas do citoesqueleto (SULTAN et al., 2000). Fibras 

necróticas ativam uma acelerada resposta inflamatória, caracterizada pela invasão 

sequencial de populações de células inflamatórias específicas no tecido muscular 

(TIDBALL & WEHLING-HENRICKS, 2007). Parte dessa amplificação inflamatória se 

dá pela liberação de proteínas de choque térmico do tecido necrosado, além de 

microrganismos que aumentam a síntese de citocinas por meio da ativação de 

células do sistema imune inato, via toll like receptors. Portanto, os tool like receptors 

integram a resposta imunológica ao reparo tecidual. 

 Com o envelhecimento, observamos uma série de mudanças na homeostasia 

muscular que aumentam a susceptibilidade a lesões intramusculares e, também, a 

lesões de maior extensão induzidas pelo mesmo estímulo quando indivíduos idosos 

são comparados a indivíduos jovens. Essa perda de homeostasia muscular está 

relacionada ao aumento do sistema renina-angiotensina, com consequente aumento 

dos níveis de angiotensina II, e subsequente indução de genes das E3 ligases, como 

a atrogin, que integra e ativa o sistema proteolítico ubiquitina-proteassoma, 

responsável pela proteólise muscular, que associado à menor produção de 

hormônios anabólicos (insulina, IGF-1 e tireoidianos) promove um desbalanço 

protéico, favorecendo a degradação de proteínas. (SHUKANOV et al., 2011; 

JARVINEN et al., 2005). Paralelamente, as mitocôndrias decaem em número e 

capacidade funcional, aumentando a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), sem a devida compensação das defesas antioxidantes, promovendo 

acúmulo de proteínas danificadas/alteradas e lesão no DNA mitocondrial e nuclear 

(RIPKISS E LANZA, 2010). Além disso, há ainda o acúmulo de proteínas indutoras 

de estresse no retículo sarcoplasmático, aumentando a autofagia e morte celular 
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programada (SANTORO et al., 2014). De fato, estudos recentes apontam uma 

diminuição substancial nos receptores do tipo toll like receptors em monócitos de 

idosos, o que aumenta a susceptibilidade a infecções e menor resposta à 

imunização por vacinas, e, consequentemente, menor resposta integrada no reparo 

tecidual (ESQUENAZI et al., 2012). 

2.2.2 Inflamação muscular pós lesão 

                                                                     

fenômeno complexo e nem sempre benéfico para o tecido. Mescher e Neff (2005) 

propuseram que a evolução do sistema imunológico de mamíferos possibilita maior 

defesa contra microrganismos e facilita o reparo tecidual pela remoção de debris 

celulares, no entanto, com maior prejuízo na capacidade regenerativa. Nesse 

sentido, os neutrófilos são as primeiras células a migrarem para o local da lesão, 

devido à rápida diminuição do seu número, são indetectáveis 3-4 dias após a lesão 

(TIDBALL & VILLALTA, 2010)                                          

                                                  , tem sido frequentemente 

utilizada como marcador indireto da presença deste tipo celular (SUZUKI et al., 

1996; BRICKSON et al., 2001; KYRIAKIDES et al., 2001). Fatores liberados pelos 

neutrófilos, como elevadas concentrações de EROs e proteases, promovem a 

secreção de citocinas pró-inflamatórias que produzem sinais quimiotáticos 

responsáveis pela migração de monócitos circulantes para o local da lesão 

(FIELDING et al., 1993; BELCASTRO et al., 1996; WARREN et al., 2004). Os 

macrófagos (M) são o tipo celular mais predominante dentro da área lesionada após 

48h. Vários estudos sugerem que os M desempenham um papel direto não somente 

na remoção de debris celulares, mas também na ativação de células precursoras 
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miogênicas, importantes na mediação da regeneração muscular (ST PIERRE & 

TIDBALL, 1994).  

Foi demonstrada a existência de duas diferentes classes de M, M1 e M2, 

ativação clássica e alternativa, respectivamente. Essas duas classes desempenham 

papéis distintos e até opostos na regeneração muscular, por meio da polarização 

dessas células em direção a uma atividade pró-inflamatória ou anti-inflamatória 

(MANTOVANI et al., 2004). Os M1 são os primeiros a invadirem o músculo 

lesionado, auxiliando na fagocitose dos debris celulares do tecido necrosado, no 

entanto, induzem grande liberação de citocinas pró-inflamatórias e EROs. Estas 

últimas estão relacionadas com o aumento no dano de sarcolema e com o aumento 

da extensão da lesão (KRIPPENDORF & RILEY, 1993). Além de produzirem níveis 

elevados de EROs, os M1 também expressam a óxido nítrico sintase induzida 

(iNOS), fundamental para elevar os níveis de NO que auxilia na eliminação de 

agentes patogênicos intracelulares (YACINE KHARRAZ, 2013). Inversamente, os M2 

se opõem às respostas inflamatórias dos M1, promovendo a angiogênese, o 

remodelamento e reparo tecidual. Essa classe de M é dividida em três diferentes 

subclasses: M2a, M2b e M2c. Os M2a estão associados a estágios avançados do reparo 

tecidual, decorrentes da liberação de citocinas anti-inflamatórias como, interleucina 

(IL)-4, IL-13 e IL-10. E os M2b e M2c também produzem IL-10, no entanto, 

semelhante aos M1, a subclasse M2b apresenta também função pró-inflamatória, 

pela liberação do fator de necrose tumoral (TNF)-α      IL-1β  (KRIPPENDORF & 

RILEY, 1993; ST PIERRE & TIDBALL, 1994; TIDBALL & WEHLING-HENRICKS, 

2007). Essas evidências sugerem que a resposta inflamatória é um processo 

coordenado por mecanismos de fina regulação que tem como finalidade promover 

uma regeneração muscular eficiente.  
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Já os neutrófilos senescentes são incapazes de permanecer vivos no local da 

lesão por tempo suficiente para desempenhar a atividade fagocitária de maneira 

eficiente porque possuem uma menor resposta a citocinas que normalmente 

prolongariam sua meia-vida, promovendo apoptose prematura dessas células 

(FULOP et al., 1997). Além disso, outras funções estão reduzidas nos neutrófilos, 

dentre elas a quimiotaxia, produção de ânion superóxido e resposta reduzida ao 

fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF), importante 

em sua gênese medular. (CRIGHTON et al., 2006). 

No idoso, observamos uma aumento da inflamação sistêmica com elevação 

de citocinas pró-inflamatórias, tais como a IL1, IL6, IL-1β   TNFα            

(PEREIRA, 2012), além disso, há uma demora na polarização de M e diminuição na 

rede capilar no local da lesão (AGARWAL et al., 2010). Assim, parte da disfunção 

regenerativa nos idosos envolve mudanças na distribuição espacial de células 

inflamatórias bem como na identidade dos infiltrados inflamatórios (tipo celular e 

magnitude de fluxo sanguíneo local). Essas alterações estão associadas a uma fase 

inflamatória persistente e, por conseguinte, a um comprometimento na sequência 

temporal do processo regenerativo, retardando-o, o que reforça a importância entre 

o equilíbrio de ações inflamatórias excessivas e insuficientes (DOUGLAS et al., 

2002).  

 

2.2.3 Regeneração e Reparo muscular 

A capacidade de regeneração muscular é garantida por um mecanismo 

intrínseco que restaura o aparelho contrátil lesionado. Assim, uma reserva de células 

indiferenciadas são ativadas, iniciando o ciclo celular e se fundem para formar 
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miotúbulos multinucleados (HAWKE & GARRY, 2001)                              

uma fase de regeneração das fibras musculares, formação do tecido cicatricial e 

revascularização. Durante a fase seguinte, a fase do remodelamento/reparo, ocorre 

contração e reorganização do tecido cicatricial, além da recuperação da capacidade 

funcional do músculo. (PENG & HUARD, 2004).  

No envelhecimento ocorrem alterações nos processos envolvidos na 

regeneração muscular, tais como, menor ativação e número de células satélite (CS), 

redução dos fatores de crescimento e maior deposição de tecido cicatricial, com 

aumento da deposição de tecidos não contratéis (tecido conjuntivo e adiposo), 

prejudicando o restabelecimento da função muscular (ALWAY et al., 2014; 

THOMSON & GORDON, 2006; DEGENS, 2007).  

 

 2.3 Células satélites 

As CS foram descobertas por Mauro (1961) em músculos de rã, sendo assim 

designadas devi                     satélite, entre o sarcolema e a lâmina basal das 

fibras musculares esqueléticas. Essas células são muito importantes nesse processo 

de regeneração, pois, uma vez que as fibras musculares adultas são células pós-

mitóticas incapazes de se dividir, essa habilidade de auto reparo compete às CS ou 

células-tronco musculares, que se encontram em estado quiescente e 

indiferenciadas. (RENAULT et al., 2000; HAWKE AND GARRY, 2001; GOETSCH et 

al., 2003). Elas apresentam grande atividade mitótica que contribuem para a 

manutenção do músculo esquelético adulto (SCHULTZ, 1989).  

O número de CS próximas aos mionúcleos sublaminares de fibras musculares 

diferem em função da espécie, da idade e do tipo de fibra muscular (HAWKE & 
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GARRY, 2001; JEJURIKAR & KUZON, 2003; DEDKOV, 2003). Em roedores 

neonatais, as CS constituem cerca de 30% de núcleos sublaminares, enquanto que 

em roedores adultos o percentual dessas células decresce bruscamente, 

constituindo apenas 5% da totalidade de núcleos (SEALE & RUDNICKI, 2000; 

SEALE et al., 2000; CHARGE & RUDNICKI, 2004). No músculo sóleo adulto, 

constituído principalmente por fibras do tipo I, há cerca de duas a três vezes mais 

CS quando comparado aos músculos tibial anterior (TA) ou extensor digitorium 

longus (EDL), constituídos essencialmente por fibras do tipo II (CHARGE & 

RUDNICKI, 2004). Por sua vez, a maior densidade de CS tem sido demonstrada em 

associação com a proximidade de capilares e das junções neuromusculares 

(PHILLIPS & KNIGHTON, 1990; UMNOVA & SEENE, 1991; VIERCK et al., 2000), 

estruturas abundantes principalmente em fibras oxidativas (HAWKE & GARRY, 

2001). 

No músculo adulto, as CS encontram-se normalmente quiescentes, ou seja, 

na fase G0 do ciclo celular (KUSCHEL et al., 1999). O número dessas células no 

estado quiescente se mantém relativamente constante após vários ciclos de 

degeneração/regeneração (JEJURIKAR & KUZON, 2003)                         

                                 CS (SABOURIN & RUDNICKi, 2000; SEALE & 

RUDNICKI, 2000; ASAKURA et al., 2002), também chamado de divisão assimétrica. 

No entanto, quando sujeitas a estímulos apropriados, as CS proliferam, diferenciam-

se e fundem-se, adicionando novos mionúcleos às fibras musculares diferenciadas, 

sendo este um papel determinante no crescimento pós-natal e na regeneração 

muscular (KUSCHEl et al., 1999; SEALE et al., 2000; ASAKURA et al., 2002).  

Fatores de crescimento liberados após dano muscular, como, fator de 

crescimento similar à insulina-I (IGF-I), fator de crescimento tipo hepatócitos (HGF), 
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fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-AA e PDGF-BB) e o fat      

                          (FGF), são importantes na estimulação das CS, sendo 

parte desses fatores responsáveis por induzir a proliferação e inibir a diferenciação 

celular, potencializando o recrutamento de células precursoras miogênicas 

(CARLSON et al., 2001; SHEFER et al., 2008). Em contrapartida, os fatores de 

crescimento transformadores (TGF-β          h                                   

miogênica (ALLEN & BOXHORN, 1989). Dentre esses fatores, a miostatina 

antagoniza a regeneração muscular, limitando a proliferação e diferenciação de CS. 

Músculos de animais com inativação gênica para miostatina, após lesão muscular, 

apresentam maior capacidade regenerativa e menor conteúdo de fibrose (WAGNER, 

2005; JESPERSEN et al., 2006).  

A descoberta de marcadores moleculares seletivos, expressos por CS, mas 

não por fibras musculares, tem contribuído para a sua caracterização (CAROSIO et 

al., 2011). A assinatura molecular dessas células compreende diferentes 

marcadores existentes ou expressos em determinadas etapas do ciclo celular. Os 

marcadores da superfície celular, como o receptor de tirosina quinase e HGF (c-

Met), as moléculas de adesão celular M-caderina, as moléculas de adesão vascular-

1 (VCAM-1) e as moléculas de adesão neural (NCAM), e os fatores de transcrição 

Pax7 e Pax3 (paired box transcription factors) são expressos simultaneamente em 

CS quiescentes e em proliferação (HAWKE & GARRY, 2001). O  -                 

para HGF, sendo este fator um potente agente mitótico para as CS e importante 

para a sua migração (CORNELISON & WOLD, 1997; SEALE & RUDNICKI, 2000). A 

M-caderina, a VCAM-1 e a NCAM são moléculas de adesão celular que 

coletivamente parecem ter um papel importante, tanto na adesão das CS          

basal da fibra muscular, quanto na migração destas células em resposta a diferentes 
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estímulos. Já Pax7, é um fator de transcrição importante para a especificação da 

população de CS, pois sua inativação no genoma de camundongos, levou à 

ausência de CS, associada a uma deficiência muscular grave e letalidade (SEALE et 

al., 2000).  

A proliferação e diferenciação das CS são reguladas, respectivamente, pelas 

sinalizações Notch e Wnt (Beta-catenina) (BRACK et al., 2008).  As CS possuem 

re       N   h-1                                           -     1            -1    

clivado e migra para o núcleo onde ativa a transcrição do gene Hes-1, um fator de 

transcrição envolvido na ativação do ciclo celular, e inibição da expressão de genes 

responsáveis pela miogênese (LUO et al., 2005). A ativação Notch promove a 

proliferação de progênies de CS e uma rápida expansão na população de células 

precursoras miogênicas (mioblastos). A inibição da sinalização Notch, durante esta 

fase, impede a expansão da população de células precursoras miogênicas, e assim, 

inibe a capacidade regenerativ                                         

         N               -filhas advindas da divisão assimétrica de CS, inibe a 

sinalização Notch e permite a transcrição dos genes reguladores da miogênese 

(MyoD ou Myf-3,  Myf5, Miogenina ou Myf-1 e MRF4 ou Myf-6) (LUO et al., 2005).  

Outras proteínas importantes na iniciação da diferenciação mus      

                       (BRACK et al., 2008). Foi demonstrado que a transição na 

sinalização Notch para Wnt também induz a diferenciação em células progenitoras 

miogênicas. Essa regulação está associada ao aumento da expressão de Wnt no 

tecido, e a um aumento da capacidade responsiva dessas células para essa 

sinalização. O Crosstalk                                          GSK3β 

(glicogênio sintase quinase), que é mantida em uma forma ativa por Notch, mas é 

inibida pela sinalização canônica da Wnt (Beta-catenina). Estes resultados 
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demonstram que o equilíbrio temporal entre as vias Notch e Wnt, orquestra a 

progressão precisa das células precursoras ao longo da linhagem miogênica, pelos 

estágios de expansão proliferativa e diferenciação celular (BRACK et al., 2008). 

As CS ativas expressam os fatores de transcrição Myf5 e MyoD e, uma vez 

diferenciadas, expressam Miogenina e MRF4. CS que mantêm a expressão de Pax7 

e diminuem expressão de MyoD, reconstituem o compartimento de CS, promovendo 

sua auto-renovação (ZAMMIT et al., 2006). A expressão destes fatores de regulação 

miogênica durante a ativação, proliferação e diferenciação das CS                 

ocorre durante a embriogênese (SEALE & RUDNICKI, 2000). As fibras regeneradas 

também repetem a sequência de transições de isoformas que ocorrem no músculo 

embrionário. Miotúbulos jovens expressam formas embrionárias de miosina de 

cadeia pesada (eMyHC), seguido pela expressão de MHC neonatal (nMyHC) e, 

finalmente, isoformas de MHC adultas (CARLSON et al., 2001)                        

     -                        , apresentam calibre pequeno e núcleo centralizado. 

Em secções longitudinais e em fibras isoladas, os núcleos centralizados são 

observados em porções discretas ou ao longo de toda a fibra            

                                                                            , mas 

focal ao local da lesão. Após a completa fusão das células precursoras miogênicas, 

as fibras aumentam de tamanho e os mionúcleos se movem para a periferia da fibra 

(CHARGE & RUDNICKI, 2004) (Figura 2). 
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Figura 2 - Esquema da progressão do programa miogênico de células satélites (CS). CS 

quiescentes expressam Pax7 e Myf5. Após a ativação, elas aumentam a expressão de 

MyoD e se dividem para produzir um conjunto de células precursoras musculares. Progênie 

de CS seguem dois destinos. Eles podem regular negativamente MyoD e se auto-renovar, 

originando uma nova CS, ou se diferenciar por meio da diminuição da expressão de Pax7, 

Myf5 e MyoD, e aumento da expressão de MRF4 e miogenina. 

As CS, apesar de serem mais diferenciadas que as células-tronco ainda 

apresentam uma importante plasticidade. Experimentos in vitro             

                 h                                                          

cultivo, marcadores característicos da diferenciação de tecido ósseo e adiposo 

(Runx2 e PPARy, respectivamente), com diminuição da expressão de MyoD. Isto 

não só mostra o seu caráter plástico, mas a importância do microambiente para a 

remodelagem do tecido muscular lesionado (CHEN & GOLDHAMER, 2003). 

Diferente do que se acreditava previamente, não apenas o pool de CS se 

mostra reduzido no envelhecimento, mas também seu potencial de ativação, 

proliferação e diferenciação (SHAVLAKADZE, 2010; CONBOY, 2003; BARANI, 

2003). De fato, experimentos com parabiose demonstraram que, quando 

restabelecido o mileu, as CS têm seu potencial miogênico restaurado (SAKUMA et 
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al., 2008; SINHA et al., 2014). Já Souza-Victor e colaboradores (2014) observaram 

que os dois mecanismos (redução do pool e da ativação das CS) estão envolvidos 

com o menor potencial miogênico. No entanto, essas respostas - ocorrem em 

momentos distintos do envelhecimento. Há inicialmente uma perda na capacidade 

de ativação de CS. Contudo, numa fase mais avançada, denominada geriátrica, há 

    “             ”     CS de seu estado quiescente em senescente, o que 

levaria essas células a uma menor renovação de seu pool, com consequente 

diminuição do número e calibre das miofibras. 

Embora o processo de regeneração muscular durante o envelhecimento seja 

bem conhecido em relação a alterações na morfologia muscular, os mecanismos 

moleculares responsáveis pelo declínio na regeneração ainda não estão totalmente 

esclarecidos. Até o momento, podemos afirmar que há diferentes mecanismos 

sendo desencadeados em paralelo, ou seja, observamos reduzida produção de IGF-

1 e menor ativação da sinalização de Notch, com consequente menor ativação e 

proliferação de CS (BUFORD et al., 2010; RYALL et al., 2008). O serum response 

factor (SRF) que diminui a sua ativação com a idade e o desuso, tem por alvo 

diferentes componentes do crescimento celular, migração, organização de 

citoesqueleto e miogênese, sua inativação aboliu a expressão de MyoD e miogenina 

em CS diferenciadas e, diminuiu, consideravelmente, a presença de alfa actina e 

MHCIIa em fibras musculares (SAKUMA et al., 2003 e 2008 e 2011). Por outro lado, 

estudos indicam que as CS senescentes tendem a adotar um padrão de 

diferenciação alternativa, mostrando potencial fibrogênico e adipogênico que pode 

contribuir para o aumento de tecido não contrátil (fibrose), o que está diretamente 

relacionado ao aumento da expressão de Wnt (BRACK et al., 2007; SCHIAFFINO et 

al., 2013). Há também a menor expressão de p27kp1, MyoD, FOXO-1, miogenina e 
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MHC que são fundamentais para a diferenciação dos mioblastos e fusão dos 

miotúbulos (DEGENS et al., 2007; LEES et al., 2006). Essas mudanças favorecem a 

perda do potencial regenerativo muscular nos idosos. 

Muito embora as CS sejam as principais responsáveis pelo processo 

regenerativo em resposta ao dano muscular, estudos demonstraram que populações 

celulares originalmente não residentes no músculo podem participar da regeneração 

desse tecido. Essas células são denominadas de células progenitoras miogênicas, 

as quais serão abordadas a seguir. 

 

 2.4 Contribuição de células precursoras miogênicas na regeneração 

muscular 

A contribuição de células-tronco não musculares na regeneração do músculo 

esquelético foi descrita primeiramente por Ferrari e colaboradores (1998). Esses 

autores demonstraram que células-tronco da medula óssea obtidas de 

                  ê                    β-galactosidase  β-gal)         

                                                   , após reconstituída a medula 

óssea, migravam para o músculo esquelético lesionado por cardiotoxina. Após 3 

         h                         β-gal+) no tecido muscular que havia sofrido 

dano. A expressão de stromal derived factor 1 (SDF-1) pelo músculo esquelético 

lesionado e a expressão do receptor CXCR4 na membrana das células-tronco da 

medula óssea promovem a migração destas últimas com destino ao músculo 

(MORIMOTO et al., 2007). Apesar das células derivadas da medula óssea 

contribuírem bem menos que as CS no processo regenerativo, esses resultados 

geraram grande interesse quanto a novas estratégias terapêuticas. 
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O papel fisiológico dessa migração também foi demonstrado em resposta ao 

exercício excêntrico. LaBarge e Blau (2002) demonstraram que células-tronco da 

medula óssea de animais GFP (Green fluorescent protein) transplantadas em 

animais imunodeficientes, após exercício físico excêntrico, constituíam cerca de 

3,5% dos mionúcleos (GFP+) e, apresentavam características morfológicas e 

moleculares de CS. Nesse estudo ficou confirmado a contribuição das células-tronco 

da medula óssea na renovação da população de CS. 

Após esses estudos, diferentes popula                                 

                       ê                                                    

                                                                             

                                   . As SP (side population), caracterizadas pela 

expressão de Sca-1high e CD45low                                                   

                                                                 ). Estas células 

aumentam em número após a lesão e participam na regeneração muscular 

(MEESON et al., 2004). MDSC (muscle-derived stem cells                         

                                 ê                                            

expressando os marcadores Sca-1 e CD34. Progenitores associados a vasos 

derivados da aorta dorsal também apresentam potencial miogênico e participam da 

regeneração muscular. As MDSCs residentes no músculo estão intimamente 

associadas a maculatura, especificamente aos capilares ao redor da fibra, apesar de 

também serem encontradas sob a lâmina basal das fibras musculares, um sítio 

preferencial das CS. Tanto as células endoteliais como 60% das MDSCs são 

CD34+Sca1+ sugerindo serem subpopulações de células endoteliais. Essas células 

se diferenciariam tanto em células do endotélio vascular quanto em fibras do 
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múscu                                                       (PENG & HUARD, 

2004). 

Até o momento, não se sabe ao certo o que ocorre com o pool e a migração 

dessas células no que tange a regeneração no envelhecimento. Contudo, como este 

é um processo degenerativo, podemos supor que haja diminuição no conteúdo 

dessas células e de sua contribuição para a regeneração muscular no 

envelhecimento. 

 

 2.5 Treinamento físico e regeneração muscular do jovem ao idoso 

 A prática regular de exercícios físicos traz muitos benefícios para a saúde, 

promovendo muitas adaptações sistêmicas e localizadas no organismo. O 

treinamento de predominância aeróbica, caracterizado por atividades de longa 

duração de baixa a média intensidade, proporciona melhorias na função 

cardiovascular, no metabolismo e trofismo muscular, aumentando a tolerância à 

realização de esforços físicos (HOOD & SALEEM, 2007; HOOD, 2009; CUNHA et 

al., 2012). A melhora da aptidão aeróbica é resultado de maior oferta de oxigênio 

aos tecidos e de sua utilização mais eficaz pelos músculos exercitados que 

apresentam maior número de capilares por fibra muscular, bem como maior 

densidade e atividade mitocondrial, sendo de grande valia não só para atletas, bem 

como para a melhora na saúde e qualidade de vida da população em geral 

(ADHIHETTY et al., 2003). 

O aumento da capacidade física após período de treinamento está 

relacionado a várias adaptações estruturais e funcionais da musculatura esquelética, 
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tais como, aumento da densidade mitocondrial, da atividade de enzimas oxidativas, 

da modulação da distribuição dos tipos de fibras, aumento da capilarização 

muscular, diminuição da oxidação de proteínas, aumento na produção de IGF-1 que 

estimula a síntese proteica e diminuição na expressão de citocinas pró-inflamatórias 

que são grandes fontes de produção de EROs (BASSEL-DUBY & OLSON, 2006; 

SHEFER & BENAYAHU, 2012). Portanto, o treinamento físico aeróbico (TFA) gera 

uma grande cascata de adaptações que modulam o fenótipo das fibras musculares.  

Algumas adaptações inerentes ao exercício físico são observadas 

independentemente da idade dos indivíduos. Em estudo de Zampieri e 

colaboradores (2014), onde analisaram músculos de idosos esportistas (±70 anos), 

observou-se que estes indivíduos apresentaram uma maior força isométrica, uma 

melhor preservação da morfologia da fibra muscular e na ultraestrutura de organelas 

intracelulares responsáveis pela produção de ATP e acoplamento de Ca2+, além de 

baixa expressão de genes relacionados à autofagia e produção de EROs quando 

comparados a idosos sedentários.  

Além disso, o TFA traz outros benefícios para idosos, tais como, a diminuição 

da inflamação, a redução no risco de desenvolver doenças, e melhora cognitiva. De 

fato, o TFA apresenta-se como, uma abordagem não medicamentosa eficiente para 

melhorar e manter as funções cognitivas em idosos saudáveis e pacientes com 

transtorno cognitivo leve (BHERER, 2013). Os mecanismos responsáveis pelos 

efeitos anti-inflamatórios do TFA no idoso não estão totalmente esclarecidos, mas 

podem estar ligados a mudanças no fenótipo de monócitos, melhora na produção e 

liberação de citocinas anti-inflamatórias (IL4, IL10 e IL13), e com a diminuição de 

citocinas pró-               IL6   TNFα  (MOTA, 2009; BOMBARDA, 2009; HUANG, 

2013). Sendo assim, a prática regular de exercício físico torna-se uma boa estratégia 
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para atenuar a piora na função e estrutura de diferentes órgãos e sistemas advindos 

com o envelhecimento.  

Já no que diz respeito, às adaptações regenerativas na musculatura 

esquelética frente ao TFA, os primeiros trabalhos datam do início deste século. 

Inicialmente foi demonstrado que: seis meses de exercício voluntário regular foram 

capazes de promover a incorporação de células progenitoras hematopoiéticas ao 

nicho de CS (LA BARGE & BLAU, 2002). O exercício forçado de corrida em declive 

(com maior componente excêntrico que promove microlesão) durante uma ou quatro 

semanas também promoveu uma incorporação ainda maior de tais células 

(PALERMO et al. 2005). Mais recentemente, pela primeira vez, células progenitoras 

não hematopoiéticas (Sca1+CD45-) foram identificadas na musculatura esquelética 

logo após uma sessão (exercício agudo) de corrida em declive na musculatura de 

camundongos (VALERO et al. 2012). Além disso, esses autores demonstraram que 

essa migração é dependente da integri   α7B1                         a integrina, 

foi demonstrado que ela aumenta a hipertrofia da fibra muscular tanto nas horas que 

se seguem a uma sessão de exercício excêntrico quanto após quatro semanas de 

treinamento de corrida em declive (LUEBER et al 2011).  

No envelhecimento, o TFA teria um papel importante no restabelecimento dos 

fatores de crescimento que contribuem para a ativação das CS. Além disso, 

auxiliaria na reorganização dos componentes envolvidos nesse processo de 

regeneração. Dessa forma, nossa hipótese é a de que o TFA moderado controlado e 

regular acarretará numa melhora da resposta regenerativa em camundongos jovens 

e idosos.  
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3. Objetivos 

 

 3.1 Geral 

Estudar a contribuição do TFA na capacidade regenerativa do músculo TA de 

camundongos jovens e durante o envelhecimento após lesão mecânica.  

 

 3.2 Específicos 

 

3.2.1 -  Avaliar em camundongos jovens e idosos, sedentários e treinados: 

 a eficácia do TFA, por meio de teste máximo escalonado em esteira 

rolante; 

 o comprimento da passada em teste de deambulação; 

 o acompanhamento ponderal da massa corporal; 

 função contrátil ex vivo do músculo EDL; 

 AST das fibras dos músculos TA e EDL pela marcação de laminina, por 

meio de imunofluorescência; 

 

3.2.2 - Avaliar em camundongos jovens e idosos, sedentários e treinados, 

durante o curso temporal  regenerativo após o protocolo de lesão mecânica no 

músculo TA: 

 a característica da extensão da lesão muscular e fase do processo 

regenerativo (identificação de infiltrados inflamatórios, presença de fibras 
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basofílicas e de núcleos centralizados), por meio da coloração com 

hematoxilina-eosina; 

 o percentual de fibras necróticas pela marcação com IgG reativo, por  

meio de imunofluorescência; 

 a área de secção transversa das fibras musculares íntegras e em 

regeneração (identificação de núcleos centralizados), por meio da 

imunofluorescência para laminina e Hoechst ; 

 o conteúdo de colágeno por meio da coloração Picrosírius Red;  

 a expressão gênica de fatores envolvidos na regulação miogênica (Pax7, 

Myf5, MyoD, Miogenina, MRF4, SRF e Miostatina), por meio de reação 

em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real; 
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4. Materiais e Métodos 

 

 4.1 Amostra  

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6J na faixa etária 

compreendida entre quatro e vinte e três meses, onde os camundongos do grupo 

jovem foram estudados aos quatro meses de idade e o grupo idoso foi estudado aos 

vinte e dois meses de idade. Os camundongos foram mantidos no biotério da Escola 

de Educação Física e Esporte da Universidade de São Paulo (EEFE-USP), com 

temperatura controlada entre 22 e 25°C, em ciclo claro-escuro invertido em 12:12 

horas, com início do período escuro às 7 horas da manhã e início do período claro 

às 19 horas, no total de 5 animais por caixa. Água e comida foram administradas ad 

libitum. Após o período experimental conforme descrito na Figura 3, os animais 

foram mortos por meio de deslocamento cervical, os tecidos de interesse foram 

adequadamente coletados e armazenados conforme as análises que foram 

avaliadas. Em cada procedimento utilizamos um número amostral entre 5 e 8 

animais. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com princípios 

internacionais de ética em pesquisa animal (COBEA, www.cobea.org.br)2. O referido 

projeto de pesquisa obteve aprovação pelo Comitê de Ética para uso de animais de 

experimentação da EEFEUSP (CEUA 2014/03).  

 

 

 

                                                             
1
 Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA, www.cobea.org.br) 

 

http://www.cobea.org.br)/
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Figura 3 - Desenho experimental.  

 

 4.2 Avaliação da capacidade física 

A tolerância ao esforço foi avaliada por meio de teste progressivo até a 

exaustão, em protocolo escalonado em esteira rolante com velocidade inicial de 

6m/min (sem inclinação) e incrementos na velocidade de 3 m/min a cada três 

minutos até a exaustão do animal (FERREIRA et al., 2007). Este teste foi realizado 

antes e após o período experimental referente a fase do TFA. Os resultados serão 

apresentados pela distância máxima percorrida, em metros. 

O teste de deambulação avalia a função e coordenação motora das patas 

traseiras dos animais, que foram colocadas em contato com tinta preta não tóxica. 

Em seguida, os animais foram posicionados dentro de uma caixa retangular de 

madeira (sem teto e forrada com papel sulfite branco) para caminharem. 

Posteriormente, o comprimento das passadas foi medido e corrigido pelo 

comprimento naso-anal dos animais (Figura 4) (KENNEL et al.,1996). 
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Figura 4 - Teste de deambulação. 

 

 4.3 Treinamento físico aeróbico 

O TFA foi realizado em intensidade moderada com predomínio de 

metabolismo aeróbio, conforme padronizado anteriormente em nosso laboratório 

(FERREIRA et al., 2007). Mais especificamente, realizamos quatro semanas de 

treinamento físico em esteira rolante, sessões de exercício com duração de 60 

minutos, 5 vezes por semana a 60% da velocidade máxima atingida no teste de 

exercício físico progressivo até a exaustão, que corresponde a intensidade da 

máxima fase estável do lactato sanguíneo.  

 

 4.4 Protocolo da função contrátil ex vivo do músculo esquelético 

4.4.1 Preparação do músculo e fixação no banho de órgãos 

O músculo destinado a análise funcional ex vivo (EDL) foi cuidadosamente 

dissecado e suas duas extremidades (tendões) foram amarradas com linha cirúrgica 
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e montadas em um banho de órgãos (AVSprojeto, São Paulo, Brasil) para a análise 

da função contrátil ex vivo. A extremidade distal foi fixada num gancho fixo de uma 

cuba de vidro (25mL), contendo solução de Krebs aerada com solução carbogênica 

(95% de O2 e 5% de CO2), e a extremidade proximal foi fixada a um transdutor de 

força isométrica (TIM-200; 0-200g), conectado a um sistema computadorizado para 

aquisição e registro das propriedades contráteis do músculo (AVSprojetos, São 

Paulo, Brasil). 

A solução de Krebs teve a composição de 137mM de NaCl, 5mM de KCl, 

2mM de CaCl2.2H2O, 1mM de MgSO4, 24mM de NaHCO3 e 11mM de glicose, o pH 

foi ajustado para 7,4, semelhante ao do plasma sanguíneo (WOOTEN, 2003), a qual 

foi preparada no dia do experimento para evitar a proliferação de microorganismos e 

a formação de precipitados de fosfatos de cálcio. A temperatura permaneceu 

controlada em 25°C para evitar concentrações de EROs devido à altas temperaturas 

(EDWARDS et al.,2007). A solução carbogênica serviu de aporte de oxigênio ao 

músculo durante o experimento e agente de tamponamento de solução. 

 

4.4.2 Sistema de estimulação elétrica e registro da força muscular isométrica 

Os músculos foram estimulados eletricamente, por eletrodos inseridos na 

cuba, para que ocorresse a contração sem alteração do comprimento do músculo 

(contração isométrica), utilizando-se um estimulador elétrico (AVS-100) e um 

amplificador (AECAD04F), controlado por um sistema computadorizado, para gerar 

pulsos de estímulos elétricos de acordo com os protocolos desejados. O software 

AQCAD (AVSprojetos, São Paulo, Brasil) foi utilizado para o controle da 

estimulação, o registro e a análise das tensões geradas pelo músculo. 
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Estudos prévios do laboratório caracterizaram para o sistema e músculo, os 

parâmetros de estimulação elétrica capazes de mimetizar os padrões de ativação 

muscular in vivo (pulsos elétricos com 0,2ms de duração e 60V de intensidade) 

(GUIMARÃES, 2015). Para que todos os músculos fossem avaliados a partir de uma 

mesma condição inicial, foi definido o comprimento muscular inicial capaz de gerar a 

maior força de contração isométrica. Para tal, o músculo foi estimulado e estirado 

(0,5mm) a cada intervalo de 2 min, até atingir a força máxima de contração. Este 

comprimento foi mantido ao longo de todos os protocolos, sendo trocada apenas a 

solução de Krebs após o término dos mesmos e deixado um intervalo de 10min de 

estabilização. 

As tensões absolutas aos estímulos foram corrigidas pelo valor da AST do 

músculo, resultando no valor da força específica. A AST foi calculada pela seguinte 

fórmula: AST = massa do músculo (g) /[comprimento ótimo das fibras musculares 

(obtido pelo produto do comprimento ótimo do músculo e 0,44 para o EDL) x 

densidade do músculo esquelético (valor assumido de 1,06mg/mm3)] (ENG et al., 

2008). 

 

4.4.3 Protocolo de avaliação curva força X frequência 

Neste protocolo, o EDL foi avaliado em sua capacidade de gerar força sendo 

submetido a estímulos de 60V em 0,2ms a cada 3min em progressão nos valores de 

frequência (1, 10, 20, 30, 50, 80, 100 e 150Hz) e com trens de pulso de 350ms. 
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4.4.4 Protocolo de indução à fadiga 

Neste protocolo, o EDL foi avaliado em sua capacidade de resistir à fadiga 

sendo submetido a estímulos de 60V durante 0,2ms a uma alta frequência de 150Hz 

a cada 5s, durante um período de 4min e 30s. 

 

 4.5 Protocolo de lesão por perfurações no músculo tibial anterior 

Para a realização do protocolo de lesão muscular, inicialmente os animais 

foram anestesiados com anestésico volátil e a pele que recobre o músculo TA 

(direito e esquerdo) foi tricotomizada e limpa, a lesão tecidual foi induzida pela 

incisão de agulha estéril (22 G) por dez vezes, próximo da região do ventre 

muscular, numa profundidade de 0,9mm (Figura 5). Em seguida, a região foi 

higienizada com álcool iodado e o animal colocado em observação. As análises 

foram realizadas nos diferentes tempos: 2, 4 e 15 dias após a lesão muscular, sendo 

esse curso temporal proposto em estudo piloto conforme demonstrado na seção de 

anexos. É importante mencionar que a escolha desse protocolo de lesão muscular 

foi devido a necessidade de um modelo de lesão muscular menos extenso, pois 

minimiza a variabilidade da resposta regenerativa devido a característica da 

intervenção ser menos invasiva (ex. incisão na pele).  
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Figura 5 - Localização do músculo tibial anterior em roedores (A). Localização das 10 

perfurações com agulha no músculo tibial anterior (B). Profundidade utilizada como padrão 

para as perfurações com a agulha 22G (C). 

 

 4.6 Análises histológicas 

Os músculos foram               T     -T     S                        

                                   ê           , e posteriormente armazenados 

em freezer -80°C. Os tecidos foram seccionados transversalmente em criostato 

(Leica CM1850, Leica Microsystems, Alemanha) na espessura de 8 μ             

uma breve descrição das diferentes técnicas de colorações e imagens ilustrativas 

das colorações deste projeto. 

 

4.6.1 Coloração com Hematoxilina-Eosina.  

Após 10 minutos em temperatura ambiente, após os cortes serem fixados 

em paraformaldeído (Sigma-Aldrich, HT501128, Brasil) 4%, as lâminas passaram 

por uma bateria de coloração iniciada pela coloração por hematoxilina (15 minutos), 

seguida por 6 minutos no corante eosina. Após a desidratação dos cortes, as 

lâminas foram montadas com Entellan. A coloração pela hematoxilina-eosina (HE), 
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corantes universais, permite analisar a morfologia das fibras musculares e dos 

tecidos adjacentes, podendo-se observar a presença de lesão/regeneração, 

presença e di                                                                   

                                                                                        

e núcleos centralizados                                                      , as 

fibras musculare        -                                                       

(Figura 6). 

 
Figura 6 - Coloração por Hematoxilina-Eosina. As setas longas indicam infiltrados 

inflamatórios e os asteriscos fibras basofílicas após 24h da indução da lesão (A). As setas 

curtas indicam fibras com o núcleo centralizado 15 dias após a lesão mecânica (B). Imagens 

adquiridas em 40x de magnificação.  

 

4.6.2 Coloração com Picrosírius Red. 

 As análises foram realizadas por meio do kit EP-11-20013 (EasyPath, São 

Paulo, Brasil) segundo orientações do fabricante. A coloração por Picrosírius permite 

a avaliação do conteúdo de colágeno, cuja coloração é vermelha e contra corada por 

hematoxilina (azulada) (Figura 7). 

 

* 40x 

* 

A B 
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Figura 7 - Coloração por picrosírius em músculo tibial anterior após 15 dias da lesão por 

perfurações. Imagens adquiridas nas magnificações de 4x (A), 20x (B) e 40x (C).  

 

 

4.6.3 Imunofluorescência. 

 As secções foram previamente fixadas em paraformaldeído (Sigma-Aldrich, 

HT501128, Brasil) 4% por 10 minutos em temperatura ambiente, permeabilizadas 

em 0,2% de Triton X-100 (Bio-rad, 01-0407, EUA) e 1% albumina sérica bovina 

(BSA; Amresco, E588, EUA) diluídos em PBS (Phosphate Buffer Saline; Tampão 

Fosfato Salino; Sigma-Aldrich, P4417, Brasil) por 10 minutos. O bloqueio foi feito em 

10% em soro de cabra (Sigma-Aldrich, G9023, Brasil) em PBS por 45 minutos. As 

lâminas foram incubadas com solução contendo os anticorpos primários (Quadro 1) 

com 1,5% de soro de cabra em PBS por 1h e 30 minutos em temperatura ambiente. 

Após a lavagem com 0,2% de Triton X-100 em PBS (3 vezes de 10 minutos cada), 

os cortes foram incubados por 40 minutos em sala escura com uma solução PBS 

contendo 1,5% de soro de cabra, o anticorpo secundário fluorescente com diferentes 

comprimentos de onda (Alexa Fluor®, Applied Technologies, EUA) e Hoechst 

(diluição 1:1000, para visualização dos núcleos). Após 30 minutos de lavagem em 

0,2% de Triton X-100 em PBS as lâminas foram cobertas com lamínulas utilizando-

se glicerol tamponado (60% Glicerol, 40% Tris-HCl 0.1M pH 9.3).  

PS 1h 30min em 7 dias de 
regeneração 

A B 

C 
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Anticorpos 

primário/secundário 
Marcação Objetivo da marcação 

Laminina Membrana da fibra 

Delimitação da fibra para 

cálculo da área de secção 

transversa 

IgG (Figura 8) Identificar fibras necróticas Avaliar a degeneração 

Quadro 1- Anticorpos que foram utilizados por imunofluorescência.  

 

Figura 8 - Marcação de fibras necróticas por imunoglobulinas reativas com a espécie 

estudada (camundongos). As fibras positivas para necrose estão marcadas em verde e são 

indicadas nos painéis pelas setas curtas, em magnificação de 40x (A) e em magnificação de 

20x (B), após 2dias da indução da lesão. Em azul a marcação para núcleos por Hoechst.  

 

4.6.4 Captura e análise das imagens 

A captura das imagens obtidas pelas técnicas de coloração foram realizadas 

em diferentes aumentos. O registro das imagens foi realizado em computador 

acoplado a um microscópio de luz ou fluorescente (dependendo da coloração) e 

conectado a um sistema fotográfico (Leica Qwin, Leica Microsystems, Alemanha). A 

quantificação da AST de fibras por marcação com laminina ou HE foi realizada por 

meio do programa Image J. Os resultados foram              μ 2. As demais 

análises, foram atribuídos escores ou avaliação qualitativa.  
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                                ), por Picrossírius red,                             

                                                    5 a 8 campos foi 

examinado entre os animais de cada grupo. 

 4.7                  

                                                               

regeneração muscular Pax7, Myod, Miogenina, Miostatina, MRF4, SRF e Myf5 foram 

                                                                                

tempo real (qRT-PCR). Para isso, foi realizado o isolamento do RNA total utilizando 

RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit  I           B                                       

RNA são determinada                          N              Th     S           

                          1              N    -     S    -      h  S   B        

                          N  (s            N ) é realizada utilizando RevertaidTM 

First Strand cDNA Synthesis Kit  F                                         

                         ê     é                T-      BI       7             

B                                            os e Maxima® SYBR Green/ROX 

qPCR Master Mix (Fermentas, EUA). Os resultados são                        

                                       (2-ΔΔ  ) como descrito pelo produtor do 

sistema.  

Os primers                          foram      h                      

    ê                     G  B    (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) utilizando a 

ferramenta Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). O gene 

normalizador foi                                                      (Quadro 2). 
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Quadro 2 - Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados na  

expressão gênica por meio de PCR. 

 

4.8 Análise estatística 

I                                     foi testada por meio do teste de Shapiro-

Wilk e a homoscedasticidade por meio do teste de Levene. Para os dados  

independentes e com                                  h    ê                 

                     . Conforme o desenho experimental, foi utilizado            

            N                          h    N                                , foi 

aplicado o teste post-hoc de Tukey ou Duncan.                        foi         

                                 <0,05.  

PRIMER SENSE ANTI-SENSE 

PAX7 
5'GACTCCGGATGTG 

GAGAAAA3' 

5'GAGCACTCGG 

CTAATCGAAC3' 

Myf5 
5'AGGAAAAGAA 

GCCCTGAAGC3' 

5'GCAAAAAGA 

ACAGGCAGAGG3' 

MyoD 
5'AGTGAATGAG 

GCCTTCGAGA3' 

5'GCATCTGAGTC 

GCCACTGTA3' 

MyoG 
5'ACTCCCTTAC 

GTCCATCGT3' 

5'CAGGACAGCC 

CCACTTAAAA3' 

MRF4 
5'ATGGTACCCT 

ATCCCCTTGC3' 

5'ATCTTGGGG 

GCAGATTTTCT3' 

Miostatina 
5'CTGTAACCTTCC 

CAGGACCA3' 

5'TCTTTTGGGTGCG 

ATAATCC3' 

SRF 
5'ATGCCCCATCCCT 

TAAAATC3' 

5'CGCAGAAGTAGGCTT 

GTTCC3' 

Ciclofilina 
5'TGGCAAGCATGT 

GGTCTTTGGGAAG3' 

5'GGTGATCTTCTTGCTG 

GTCTTGCCATTC3' 
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5. Resultados/Discussão 

Para o melhor entendimento dos resultados obtidos nesta dissertação, essa 

seção foi dividida em subtópicos. Primeiramente apresentaremos os efeitos do TFA 

sobre os parâmetros fisiológicos de camundongos jovens e idosos e, em seguida, os 

efeitos do TFA sobre a regeneração muscular desses animais. Os dados referentes 

a padronização de métodos como : a) indução da lesão muscular, b) do curso 

temporal do processo regenerativo, e c) do efeito de uma única sessão de exercício 

aeróbio na expressão dos fatores de regulação miogênica estão apresentados na 

seção de anexos da dissertação. 

 

 5.1 Efeitos do treinamento físico aeróbico sobre a tolerância aos 

esforços e função muscular 

O TFA tem sido bastante utilizado por minimizar as alterações decorrentes do 

envelhecimento, promovendo uma melhor qualidade de vida e autonomia. Dentre os 

benefícios desencadeados pelo TFA, destacam-se o aumento da capacidade 

aeróbica, aumento/manutenção da massa muscular e óssea e do equilíbrio, 

reduzindo a susceptibilidade as quedas. Nesse sentido, os camundongos jovens e 

idosos foram submetidos a testes de exercício progressivo escalonado até a 

exaustão em esteira rolante, pré e pós período de TFA, para avaliação da 

capacidade máxima de realização de esforço físico e a eficácia do protocolo de TFA.  

Ao avaliarmos os testes realizados no período pré-TFA, observamos  uma 

diferença significante entre os grupos idosos e os grupos jovens, evidenciando a 

intolerância aos esforços e menor capacidade física dos animais aos 22 meses de 

idade. Após o TFA, verificamos um aumento significante na distância total percorrida 
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nos grupos jovem e idoso, não havendo diferença entre esses grupos. Esse 

resultado demonstra um importante efeito do TFA moderado, em minimizar os 

efeitos deletérios do envelhecimento,melhorando a capacidade aeróbica e, dessa 

forma, a tolerância aos esforços desses animais (Figura 9A). 

Já ao avaliarmos o delta das distâncias percorridas, observamos que não 

houve diferença entre os animais jovens submetidos ao TFA àqueles que se 

mantiveram sedentários dos quatro aos cinco meses de idade, ou seja, não 

perderam capacidade de corrida. No entanto, os animais idosos que se mantiveram 

sedentários durante o protocolo experimental apresentaram uma diminuição na 

distância percorrida (delta de 98,4 ±25,4m). Contudo, os animais que foram 

submetidos ao TFA, aumentaram a sua distância percorrida, sendo observada um 

delta maior ao avaliar os resultados dos testes desses animais (delta de 311,2 

±48,0m), quando comparados aos animais jovens (delta 119,3 ±45,5m) (Figura 9B). 

 

Figura 9 - Distância máxima percorrida em teste de esforço realizado em animais jovens e 

idosos pré e pós o período de treinamento (A) e (B) Delta da distância percorrida (pós 

período de treinamento - pré período de treinamento). Os dados foram representados pela 

média ± erro padrão da média. * vs. jovem sedentário pré  (P ≤        & vs. jovem treinado 

pré (P ≤        $ vs. jovem sedentário pós (P ≤        @ vs. idoso sedentário pós (P ≤        

§ vs. idoso treinado pré  (P ≤                               ; + vs. jovem sedentário (p 

≤    1   #                       ≤   1   !                        <    1 . Os dados foram 

comparados entre os grupos pela análise de variância de dois caminhos (ANOVA) seguida 

de post-hoc de Tukey. JS, Jovem Sedentário; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentário; IT, 

Idoso Treinado. 
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Esses dados demonstram que um período de um mês de sedentarismo em 

animais jovens não foi suficiente para modificar a capacidade física, porém para os 

animais idosos esse período foi determinante para a redução da tolerância aos 

esforços. Tal alteração está associada às alterações metabólicas e estruturais da 

musculatura esquelética decorrentes do envelhecimento, tais como, menor 

capacidade oxidativa, menores concentrações plasmáticas de hormônios tróficos 

como o IGF, além de menor capilarização e força muscular (SCHULTEIS et al., 

2001; DOHERTY et al., 2003; KANNAAN et al., 2005).   

O protocolo de TFA de quatro semanas, ao qual os animais foram 

submetidos, foi eficaz em promover um aumento da distância máxima percorrida, da 

capacidade física dos animais e da tolerância física aos esforços. 

A redução da força muscular consiste em um parâmero preponderante para a 

morbidade no envelhecimento, interferindo diretamente na realização das AVDs e na 

qualidade de vida. A deambulação, em roedores, tem sido considerada um 

importante indicador de força muscular, além de possibilitar a avaliação direta da 

mobilidade e força muscular.  Na figura 10, verificamos uma redução tanto no 

comprimento absoluto da passada (painel A) como no comprimento da passada 

corrigido pelo comprimento naso-anal do camundongo (painel B) no grupo idoso 

sedentário, sugerindo uma redução da força muscular nesse grupo, a qual influencia 

diretamente a locomoção dos mesmos. Já os animais idosos submetidos ao TFA 

não apresentaram diferença dignificante quando comparados aos grupos de animais 

jovens, mostrando que o TFA foi eficaz em reestabelecer a força muscular e, assim, 

a deambulação e mobilidade desses animais. Esse fato pode estar relacionado ao 

papel homeostático do TFA, o qual desencadeia processos intracelulares que 
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reestabelecem o equilíbrio dos diferentes sistemas do organismo. De fato em 

animais que não apresentam alterações em sua homeostase, como os grupos de 

animais jovens, não foram observadas alterações na deambulação e mobilidade 

pelo TFA. 

  

 

Figura 10 - Avaliação da função muscular por deambulação. (A) comprimento da passada 

em valores absolutos (cm) e (B) em valores normalizados pelo comprimento naso-anal. 

Teste realizado em animais jovens e idosos, sedentários e treinados após o período 

experimental. Os dados estão representados pela média ± erro padrão da média. *vs jovem 

             ≤       & vs                  ≤                                          

grupos pela análise de variância de dois caminhos (ANOVA) seguida de post-hoc de 

Duncan. JS, Jovem Sedentário; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentário; IT, Idoso 

Treinado. 

 

A força muscular apresenta correlação significante com o volume muscular 

(MINOTTI et al., 1993), sendo a AST um importante preditor de força muscular 

(HARRINGTON et al., 1997). Nesse sentido, a AST dos músculos TA e EDL foram 

avaliadas em todos os grupos estudados. A escolha desses músculos foi 

determinada pelo fato do músculo TA ser um dos mais estudados para o 

entendimento dos mecanismos de regeneração muscular, já que a indução de lesão 

pode ser realizada in vivo e de maneira menos invasiva, além do fato deste ser um 

músculo mais superficial (BENTZINGER et al., 2012); Já, o EDL foi utilizado por 
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apresentar um tendão proximal e um distal que possibilitam a análise da função 

muscular ex vivo. Na Figura 11 (painéis A e C), não se observam alterações na AST 

do músculo TA entre os grupos experimentais. Porém, observa-se um aumento da 

AST do músculo EDL do grupo idoso treinado (Figura 11B). O resultado diferenciado 

desses músculos, apesar de ambos apresentarem características glicolíticas, pode 

estar relacionado às diferentes porcentagens de fibras do tipo IIA entre esses 

músculos. De fato, o EDL apresenta maior porcentagem de fibras do tipo IIA e essas 

fibras estão mais susceptíveis à transição para fibras do tipo I por perda de 

inervação (motoneurônios tipo II) e, assim, à atrofia no processo de envelhecimento. 

Já o músculo TA parece apresentar mais fibras do tipo IIX, as quais transitam 

primeiramente para fibras do tipo IIA, o que pode minimizar a redução da AST do 

grupo idoso sedentário.  

Além disso, sobre o aumento na AST dos animais idosos treinados, sabe-se 

que a corrida é uma forma de exercício aeróbico contínuo, o qual mobiliza, 

principalmente, os membros inferiores (TYLER et al., 1998). No protocolo utilizado, o 

músculo EDL foi bastante recrutado nesta atividade, uma vez que os animais devem 

realizar a flexão dorsal para absorção do impacto na aterrissagem após a fase aérea 

do movimento de corrida e a extensão dos dedos para a produção do impulso e 

continuidade do movimento da corrida. 



61 
 

 

Figura 11 - Marcação por imunofluorescência Laminina (vermelho) (A) e quantificação da 

área de secção transversa de fibras nos músculos EDL e Tibial Anterior (B e C) de animais 

jovens e idosos, sedentários e treinados. Os dados foram representados pela média ± erro 

padrão da média. *                        ≤       Os dados foram comparados entre os 

grupos pela análise de variância de um caminho (ANOVA) seguida de post-hoc de Duncan. 

JS, Jovem Sedentário; IS, Idoso Sedentário; IT, Idoso Treinado; AST, Área de Secção 

Transversa; EDL, extensor digitorum longus. 

 

Outra análise associada à força muscular é a avaliação da função muscular 

ex vivo. Nessa avaliação, o músculo é estimulado eletricamente de forma 

progressiva a contrair-se, sendo a resposta a essa estimulação um indicativo da 

produção de força muscular. Na Figura 12A, observa-se uma redução da produção 

de força no músculo EDL do grupo idoso sedentário comparado ao grupo jovem 

sedentário. Contudo, o grupo idoso treinado apresentou um aumento da produção 

de força isométrica (tensão isométrica desenvolvida em função frequência de 

estimulação), corroborando os dados de deambulação, os quais também estão 

relacionados à força muscular. Um outro parâmetro avaliado nessa análise de 
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função ex vivo é a fadiga muscular, a qual está relacionada à menor capacidade de 

realização de esforços contínuos, à indução precoce do metabolismo anaeróbio, 

com acidose muscular acelerada, hipóxia muscular e aumento do acúmulo de lactato 

(MANCINI et al., 1989;  HARRINGTON et al., 1997). Ao avaliar os diferentes grupos 

estudados, foi verificado que o grupo idoso sedentário apresentava maior tolerância 

à fadiga em relação ao grupo jovem sedentário. No entanto, o grupo idoso 

submetido ao TFA não apresentou diferença nos valores de fadiga quando 

comparado ao grupo idoso sedentário. Apesar de não ter sido observado efeito do 

TFA sobre a fadiga muscular, o TFA de quatro semanas foi eficaz em melhorar a 

produção de força.  

A função muscular depende muito do estado redox do músculo, pois sua 

produção de força depende da interação e organização das proteínas contratéis, que 

são extremamente sensíveis a variação das concentrações de EROs. O TFA 

aumenta a defesa antioxidante o que permite maior equilíbrio redox e melhora da 

função muscular (ALLEN et al. 2014; JACKSON et. al., 2011). Nesse sentido, uma 

possível explicação, é que o músculo do idoso tenha até uma compensação, 

entretanto eu não avaliei a atividade de enzimas oxidativas nesses animais, mas 

poderia estar diferente - e até - aumentada. a menor intolerância aos esforços 

apresentada pelos animais idosos também pode estar relacionada à alterações em 

fatores circulantes que independentemente do músculo isolado estar melhor, levam 

a uma resposta geral pior. Isso acontece em doenças crônico degenerativas em 

estágio inicial, como na Insuficiência Cardíaca induzida por infarto do miocárdio em 

ratos (BECHARA et al., 2012). Os resultados inesperados com relação à fadiga 

muscular, podem estar relacionados ao habitat, pois há de se considerar que a 

análise com o músculo isolado ex vivo tira o músculo de suas reais condições no  
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Figura 12 - Função contrátil ex vivo do músculo EDL. Tensão isométrica máxima 

atingida em protocolo de força vs. frequência muscular (A) e protocolo de indução a 

fadiga muscular (B). Os dados estão representados pela média ± erro padrão da 

média. * vs jovem sedentário (p≤0.05); ** vs jovem sedentário (p≤0.01).  Os dados 

foram comparados entre os grupos pela análise de variância de dois caminhos 

(ANOVA) seguida de post-hoc de Duncan. JS, Jovem Sedentário; IS, Idoso 

Sedentário; IT, Idoso Treinado. 

* 
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organismo, e coloca na cuba em igual condições para todos os grupos, assim 

acabamos por estudar apenas a propriedade intrínseca de força e resistência a 

fadiga desses músculos, mas em seus mileu poderia existir menor disponibilidade de 

oxigênio e outros fatores circulantes. 

Nessa primeira parte verificamos que o TFA melhorou a capacidade 

aeróbica, a produção de força estimada pelo teste de deambulação e aferida 

diretamente no músculo em preparação ex vivo, demonstrando que o TFA é 

realmente uma ferramenta eficaz para minimizar as alterações na função e 

morfologia do músculo esquelético decorrentes do envelhecimento. No subtópico a 

seguir, serão apresentados os resultados relacionados aos efeitos do TFA na 

regeneração muscular. 

 

5.2 Efeitos do treinamento físico aeróbico na regeneração muscular 

A regeneração muscular está associada à plasticidade do músculo 

esquelético, a qual possibilita que esse tecido se adapte a um determinado estímulo; 

nesse caso, à uma lesão. Essa adaptação desencadeia alguns processos, os quais 

           “              ”            ionada, mantendo, na maioria dos casos, a 

função do tecido até mesmo auxilia na manutenção da massa muscular, pois uma 

redução na capacidade regenerativa do músculo lesionado leva a processos 

atróficos (SEALE & RUDNICKI, 2000). Com o envelhecimento essa capacidade de 

adaptação é reduzida, desencadeando perda de massa muscular, menor 

capacidade regenerativa, menor produção de força, menor autonomia e maior 

susceptibilidade às doenças. Como o TFA tem se mostrado eficaz na modulação da 

homeostase muscular, essa ferramenta foi utilizada com o objetivo de 

minimizar/reverter as alterações relacionadas aos estágios envolvidos no processo 
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de regeneração com o envelhecimento. Para isso, camundongos jovens (4 meses) e 

idosos (22 meses) foram submetidos ao TFA por 4 semanas em esteira rolante.  

Após a realização do protocolo de TFA, esses animais foram submetidos a 

lesão muscular mecânica no músculo TA de ambas as patas, sendo uma pata 

destinada a realização de experimentos histológicos e a outra pata destinada a 

experimentos que avaliaram a expressão gênica de reguladores da regeneração 

muscular. Para avaliar o desenvolvimento dos estágios do processo de regeneração 

muscular, as avaliações foram realizadas em um curso temporal após a lesão: 2, 4 e 

15 dias. Os resultados dos parâmetros morfológicos  referentes à massa corporal, 

massa dos músculos TA, EDL, gastrocnêmio, plantar e sóleo, dimensões cardíacas 

(ventrículo esquerdo e direito) e a massa das gorduras retroperitoneal e epididimal 

encontram-se na Tabela1. À exceção da massa corporal, os demais dados foram 

normalizados pelo comprimento da tíbia para que fosse eliminado o efeito do 

aumento do comprimento naso-anal com o avançar da idade observado em 

roedores. 

Na Tabela 1, observa-se um aumento da massa corporal nos grupos de 

camundongos idosos quando comparados aos grupos de camundongos jovens. De 

fato, as gorduras retroperitoneal e epididimal estavam aumentadas no grupo idoso 

sedentário 15 dias após a lesão mecânica quando comparados aos demais grupos. 

Esses resultados corroboram os dados da literatura que mostram um aumento da 

massa corporal e do tecido adiposo com o envelhecimento (CABRERA & JACOB 

FILHO, 2001). O aumento desses parâmetros morfológicos auxilia na proteção do 

organismo, já que as perdas de massa óssea, muscular, força, capacidade aeróbica 

e equilíbrio prejudicam a mobilidade e aumentam a fragilidade do indivíduo idoso. 

Entretanto, esse resultado não foi observado de maneira uniforme em todos os  
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grupos de animais idosos. A massa dos músculos TA e EDL mostrou-se alterada em 

diferentes pontos do curso temporal de regeneração nos diferentes grupos. Foi 

observado um aumento na massa do TA dos animais jovens sedentários 15 dias 

após a lesão quando comparados ao mesmo grupo 2 dias após a lesão. A massa do 

músculo EDL estava aumentada no grupo idoso sedentário após 2 dias de lesão em 

relação aos grupos jovens nesse mesmo estágio do curso temporal. 

Essas alterações na massa dos músculos podem estar relacionadas ao 

acúmulo de edema intramuscular na área lesada e seus arredores, já que o TA 

sofreu lesão mecânica e o músculo EDL está posterior a ele. Afinal, uma das formas 

de se avaliar o grau da lesão é a ocorrência de edema focal no local da lesão devido 

a ruptura ocorrida nas junções miotendíneas (STEPHENS & ANDERSON, 1987; 

FERNANDES et al., 2009 e 2011). A massa dos ventrículos esquerdo e direito não 

apresentou diferença entre os grupos avaliados. Também não foi observado efeito 

do TFA nos parâmetros morfológicos. 

Para avaliar os estágios relacionados ao processo de regeneração das fibras 

musculares do TA nos diferentes pontos do cursos temporal após a lesão e o efeito 

do TFA, foram realizadas diferentes análises histológicas. Essas análises 

apresentam um número reduzido de animais (3 em cada grupo) devido, 

principalmente, aos problemas encontrados no congelamento de alguns tecidos e 

padronização de determinadas colorações; o que prejudicou a realização da 

coloração e análise dos dados. Dessa forma, nesse momento, a descrição dos 

resultados e sua discussão foram pautadas em análises de características mais 

qualitativas. No entanto, para a confecção do manuscrito finalizaremos os 

experimentos e análise dos dados, permitindo uma melhor compreensão do papel 

do TFA na regeneração. 
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Figura 13 - Marcação de fibras necróticas por imunoglobulinas (IgG) verde (A) e (B) 

quantificação da área necrótica no músculo tibial anterior 2 dias após lesão mecânica em 

animais jovens e idosos, sedentários e treinados. Os dados foram representados  pela 

média ± erro padrão da média. JS, Jovem Sedentário; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso 

Sedentário; IT, Idoso Treinado 

 

Na figura 13, observamos o processo de degeneração das fibras musculares 

que ocorre logo após a lesão e perdura, geralmente, por até 48 horas. Essa 

degeneração é o resultado de uma rápida necrose derivada do aumento no influxo 
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de Ca2+ extracelular na fibra muscular, seguido pela ruptura do sarcolema. A 

quantidade (em porcentagem) de fibras necróticas foi observada a partir da ruptura 

do sarcolema dois dias após a lesão nos diferentes grupos experimentais. Nesse 

sentido, observando a figura 13A, verificamos um aumento da quantidade de fibras 

necróticas no grupo idoso sedentário quando comparado ao grupo jovem sedentário. 

Essa resposta pode estar relacionada à menor eficácia dos neutrófilos e 

macrofágos na remoção de debris celulares com o envelhecimento, atrasando o 

processo de regeneração (RIPKISS & LANZA, 2010; ESQUENAZI et al., 2012). O 

TFA, por sua vez, pareceu modular esse processo de maneira distinta nos diferentes 

grupos, pois aumentou a quantidade de fibras necróticas no grupo jovem treinado 

comparado ao jovem sedentário; mas diminuiu a quantidade dessas fibras no grupo 

idoso treinado comparado ao que se manteve sedentário. Dessa forma, os dados 

sugerem, mais uma vez, o efeito homeostático do TFA no grupo idoso, minimizando 

os efeitos deletérios do envelhecimento sobre a degeneração muscular. Esse efeito 

benéfico pode estar relacionado também ao aumento da vascularização na 

musculatura esquelética advinda do treinamento, aumentando o fluxo de monócitos 

para o local da lesão e, assim permitindo a contenção da extensão da área 

lesionada nos animais idosos. Entretanto, o aumento da porcentagem de fibras 

necróticas no grupo jovem treinado em relação ao jovem sedentário, pode estar 

relacionado ao aumento de metabólitos intracelulares inerentes ao treinamento 

físico, tais como, o aumento da creatina quinase, superóxido desmutase, EROs e 

outros aldeídos, que promoveriam maior dano ao redor da área lesionada e aumento 

na área necrótica (BOFF, 2008; LIU et al., 2009; FERRARESI et al., 2012)  

O processo inflamatório ocorre quase que simultaneamente à degeneração 

muscular, se estendendo por um período maior e promovendo a migração de  
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Figura 14 - Coloração por hematoxilina-eosina para análise de área do infiltrado inflamatório 

no músculo tibial anterior 2 (A e B) e 4 (C e D) dias após lesão mecânica em animais jovens 

e idosos, sedentários e treinados. Setas, infiltrado inflamatório. Asteriscos, fibras 

basofilicas/necróticas. JS, Jovem Sedentário; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentário; IT, 

Idoso Treinado. 

 

macrófagos para a remoção dos debris celulares (CAROSIO et al., 2011). Ao 

observar a Figura 14, podemos notar que no Painel C houve uma maior magnitude e 

permanência da quantidade de infiltrado inflamatório no grupo idoso sedentário com 

quatro dias após a lesão quando comparado aos demais grupos. O envelhecimento 

parece postergar o reparo da área lesionada, aumentando a inflamação sistêmica e 

local. Já o TFA parece reestabelecer e acelerar o reparo muscular nos animais 

jovens e idosos, pois visualmente há menor área com infiltrados inflamatórios e 

maior quantidade de fibras centro nucleadas com pequeno calibre em ambos os 

grupos treinados, contribuindo para a melhora do processo inflamatório. Essa 
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melhora pode estar relacionada à uma maior ativação de CS e células precursoras 

miogênicas para o reparo da musculatura. 

Após a inflamação inicia-se o processo de reparo da musculatura 

esquelética. Esse processo consiste na ativação, proliferação e diferenciação de CS 

em miofibrilas, na migração de fibroblastos e na deposição de colágeno na área a 

ser reparada.  Na Figura 15, verificamos um aumento na fração de colágeno dos 

animais idosos sedentários após 15 dias de lesão em relação aos demais grupos 

experimentais. O TFA parece reduzir a deposição de colágeno no grupo idoso 

treinado. 

Em condições basais a fina rede de colágeno intersticial fornece integridade 

estrutural que auxilia na junção miotendínea e integridade da matriz extracelular, 

facilitando o encurtamento muscular, o que se traduz na produção de força de 

maneira eficiente. Por outro lado, com o envelhecimento ocorre uma expressão 

excessiva de colágeno e uma mudança em seu tipo (para um mais rijo e menos 

complacente) e, maior migração de fibroblastos, prejudicando a produção de força 

muscular, ao passo que distintas estratégias com exercício físico tem demonstrado 

minimizar o efeito do envelhecimento - com maior expressão de colágeno mais 

complacente e melhora na transmissão de força muscular (ZOTZ et al., 2016; 

GIANELO et al., 2016; BRAGGION et al., 2016). 
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Figura 15 -  Coloração por picrossirius red (A) e (B) análise da fração de colágeno no 

músculo tibial anterior 15 dias após lesão mecânica em animais jovens e idosos, sedentários 

e treinados. Os dados estão representados pela média ± erro padrão da média. JS, Jovem 

Sedentário; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentário; IT, Idoso Treinado. 

 

 De fato, ao observarmos a figura 16 (painéis B e C), podemos notar que a 

AST das fibras centro nucleadas do grupo idoso sedentário está menor em relação 

aos demais grupos, independentemente da quantidade de núcleos centralizados. Já 
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na figura 16D, observamos o efeito do TFA em ambos os grupos, melhorando a 

distribuição das fibras em regeneração de acordo com sua AST. Os resultados 

relacionados ao TFA apontam para a recuperação da função da área lesionada, pois 

o colágeno é um tecido cicatricial e não funcional interferindo diretamente na 

capacidade contrátil muscular. Além disso, o aumento da AST está diretamente 

relacionado ao aumento da força muscular, evidenciando o importante papel do 

reparo nesse processo. 
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 Figura 16 - Coloração por hematoxilina-eosina para análise de área de secção transversa 

das fibras com núcleo centralizado no músculo tibial anterior 15 dias após lesão mecânica 

em animais jovens e idosos, sedentários e treinados (A). Área de secção transversa de 

fibras com apenas um núcleo centralizado (B). Área de secção transversa de fibras com dois 

ou mais núcleos centralizados (C). Histograma da área de secção transversa das fibras com 

núcleos centralizados. Os dados estão representados pela média ± erro padrão da média. 

JS, Jovem Sedentário; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentário; IT, Idoso Treinado. 

 

Para verificar o papel do TFA na modulação da expressão de genes 

envolvidos na regeneração muscular foram avaliados PAX7, Myf5, MyoD, MyoG, 
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MRF4, SRF e miostatina de forma quantitativa, por meio de análise estatística 

ANOVA de dois caminhos com poshoc de Tukey. Na Figura 17 verificamos a 

expressão desses reguladores da regeneração muscular nos três pontos do curso 

temporal: 2, 4 e 15 após a lesão. O primeiro gene a ser avaliado foi PAX7, o qual 

mostrou-se aumentado nos grupos idosos após quatro dias de lesão e reduzido com 

15 dias após a lesão nesses mesmos grupos. Bentzinger e colaboradores (2012) 

observaram um aumento de PAX7 3 dias após a lesão em camundongos jovens. 

Considerando esse resultado podemos sugerir que não verificamos alteração na 

expressão desse gene nos grupos jovens, pois o pico de ativação pode ter ocorrido, 

muito possivelmente, em período anterior ao estudado nesse trabalho. A redução de 

PAX7 nos grupos idosos comparados aos grupos jovens pode estar relacionada à 

menor renovação do pool de CS. O TFA não modulou a expressão de PAX7, porém 

observamos um aumento de Myf5 no grupo jovem treinado dois dias após lesão, o 

que sugere uma maior ativação e proliferação de CS nesse ponto do curso temporal.  

Após a ativação e proliferação das CS, os genes responsáveis por sua 

diferenciação são MyoD e MyoG. Ao avaliarmos os três pontos do curso temporal, 

observamos uma diminuição na expressão desses genes nos grupos idosos em 

relação aos jovens. Esse resultado já era esperado pelo fato do envelhecimento 

reduzir a quantidade de CS. Da mesma forma, não observamos efeito do TFA sobre 

a expressão desses genes. 

MRF4 está associado ao processo de diferenciação, contribuindo para a 

fusão dos mioblastos em miotúbulos. Verificamos uma redução de MRF4 nos grupos 

idosos com 15 dias após a lesão, quando comparados ao jovem. Não observamos 

efeito do TFA na expressão desse gene. 
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Figura 17 - Expressão gênica de reguladores da regeneração muscular 2 (A), 4 (B) e 15 (C) 

dias após a lesão mecânica. Os dados foram apresentados pela média ± erro padrão da 

média e foram comparados pela análise de variância ANOVA) de dois caminhos seguida de 

pos hoc de Duncan. * vs. jovem sedentário pré  (P ≤        & vs. jovem treinado pré (P ≤ 

0,05); JS, Jovem Sedentário; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentário; IT, Idoso Treinado. 

 

O SRF é um gene envolvido nas diferentes etapas do processo regenerativo. 

Nos grupos idosos verificamos um aumento de sua expressão com 2 e 15 dias após 

a lesão, sem efeito do TFA sobre os diferentes grupos, independente do ponto do 

curso temporal. O que podemos observar com esses dados é que parece haver um 

desequilíbrio na ativação desses reguladores. Como os genes de ativação parecem 

estar com seu pico de ação atrasado, os genes responsáveis pela diferenciação 

parecem tentar contra regular a expressão desses genes de ativação. O SRF, por 

exemplo, poderia manter sua expressão nos grupos idosos para minimizar a 

inflamação prolongada. Nesse sentido, observamos que mesmo o contra regulador 

desses genes, a miostatina, apresenta um comportamento inesperado, com sua 
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expressão diminuída em todos os pontos do curso temporal nos idosos em relação 

aos jovens, uma vez que já há um desequilíbrio e uma menor ativação dos 

reguladores miogênicos. Dessa forma, a partir desse desequilíbrio, podemos sugerir 

que o TFA esteja atuando na regulação de outros genes ou outros aspectos 

envolvidos nesse processo. Além disso, o TFA pode ter desencadeado alterações 

em pontos que não foram avaliados na presente dissertação.  
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6. CONCLUSÃO 

Em conjunto, os dados da presente dissertação mostram que o TFA foi 

eficaz em aumentar a capacidade aeróbica e a força dos animais idosos, otimizando 

a função muscular. Quanto aos parâmetros histológicos referentes à regeneração 

muscular pós-lesão, a análise qualitativa dos resultados sugere que o TFA exerça 

um importante papel na regulação do processo inflamatório exarcebado observado 

nos camundongos idosos. Por outro lado, o TFA parece não estar diretamente 

associado a regulação gênica dos marcadores miogênicos nos pontos avaliados no 

curso temporal pós lesão.  
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ANEXO 1 

 

Figura 1- Secções transversais do músculo tibial anterior após 48h da lesão por 5 perfuração (A 

e C) ou 10 perfurações. Cortes histológicos corados com hematoxilina e eosina em magnitude 

de 2,5x e 20x. 

 

Figura 2- Secções transversais do músculo tibial anterior após 48h da lesão por 5 perfuração (A 

e C) ou 10 perfurações em animais aos 3 meses de idade (A e B) e aos 11 meses de idade (C e 

D). Cortes histológicos corados com hematoxilina e eosina em magnitude de 20x. 
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ANEXO 2 

 

Figura 1 - Cortes histológicos corados com hematoxilina e Eosina em músculo tibial anterior 

de camundongos aos 3 meses de idade após 24h, 48h, 4, 7, 10 e 15 dias da lesão por 10 

perfurações. As setas longas indicam infiltrados inflamatórios, os asteriscos fibras basofílicas 

e as setas curtas indicam fibras com o núcleo centralizado. Imagens adquiridas em 40x de 

magnificação. 

 

ANEXO 3 

 

Figura 1- Expressão gênica de marcadores de regulação miogênica em músculo plantar de 

camundongos aos 5 meses de idade imediatamente, 24 e 48h após uma única sessão de exercício 

com carga progressiva até a exaustão. * P ≤ 0,05 vs. 24 e 48h. Os dados foram comparados 

entre os grupos pela análise de variância de dois caminhos (ANOVA) seguida de post-hoc de 

Tukey. 
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ANEXO 5 - artigos publicados 
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