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RESUMO 

ARAÚJO, P.H.C. A via de sinalização RANK-RANKL-OPG na dinâmica mitocondrial e 

switch de fibras no músculo esquelético. 2022. Tese (Doutorado em Biologia Celular e 

Molecular) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 2022. 

A unidade osso-músculo refere-se à interação mecânica entre o tecido ósseo e muscular e a 

intercomunicação através de fatores solúveis que regulam o metabolismo de ambos de forma 

recíproca. O sistema RANK-RANKL-OPG é classicamente descrito na ativação de 

osteoclastos, e RANKL e OPG são exemplos de osteocinas. Entretanto, a contribuição deste 

sistema na fibra muscular saudável ainda necessita de maiores elucidações. Recentemente, 

nosso grupo demonstrou o papel da sinalização RANK-RANKL no aumento do retículo 

mitocondrial, gasto energético e diferenciação de adipócitos bege. O tecido muscular 

esquelético apresenta altos níveis de expressão de RANK, que é fundamental para a regulação 

da atividade do retículo sarcoplasmático. Dessa forma, a hipótese deste trabalho é que a 

sinalização RANK-RANKL aumenta a biogênese mitocondrial e contribui para o a conversão 

das fibras para o perfil oxidativo. Os experimentos foram realizados em camundongos machos 

com 8 semanas de idade das linhagens C57BL/6J (selvagem), linhagem B6.129S4-Tnfrsf11b 

tm1Eac/J homozigoto knockout para proteína osteoprotegerina (OPG-/-) e heterozigotos para 

expressão de OPG (OPG+/-). Os experimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da FMRP/USP (CONCEA nº 0069/2020). A linhagem de mioblastos C2C12 

diferenciada em miotubos foi utilizada nos ensaios in vitro. O sóleo de animais OPG-/- 

apresentou elevadas taxas de consumo de oxigênio quando comparado ao tecido de animais 

OPG+/- que, por sua vez, também apresentou valores maiores em relação ao selvagem, 

indicando o efeito do aumento de RANKL circulante na capacidade de respiração muscular. 

Miotubos da linhagem C2C12 estimulados com RANKL demonstram maior expressão de 

marcadores mitocondriais como ATP sintase, Citrato sintase, NRF-2, MFN-2 e OPA-1 

quantificados por RT-qPCR, além de aumento do DNA mitocondrial, maior atividade de 

elementos responsivos a PPARs (PPRE) no ensaio de luciferase e aumento na marcação com 

Mitotracker®. O estímulo com RANKL induz a ativação das vias de sinalização ERK, p38 e 

CREB, que são associadas à adaptação metabólica, biogênese mitocondrial e metabolismo 

oxidativo. Miotubos estimulados com RANKL apresentaram maior capacidade respiratória de 

reserva (spare), sugerindo a potencial de adaptação dessas células ao aumento na demanda 

energética. A análise por RNA-Seq também demonstrou que miotubos estimulados com 

RANKL apresentam enriquecimento da via sinalização de ERK, assim como respostas 

envolvendo o remodelamento da matriz extracelular, homeostase da sinalização de cálcio e 



 
 

 
 

regulação de fatores de crescimento endotelial vascular, que são fundamentais na adaptação a 

atividades que aumentam a demanda metabólica. Camundongos selvagens que receberam 

infusão de RANKL também apresentaram aumento nas taxas de respiração do sóleo. As 

análises histológicas revelaram fibras com menor área seccional, aumento da marcação com 

SDH e na proporção de fibras do perfil IIa no gastrocnêmio. Imagens de microscopia eletrônica 

mostram o aumento no número de mitocôndrias. Os animais tratados com RANKL e 

submetidos a atividade física por 21 dias também apresentaram maior marcação de SDH nas 

fibras do gastrocnêmio comparado ao grupo não tratado e exercitado. Dessa forma, os 

resultados indicam que RANKL aumenta a biogênese mitocondrial e conversão dos tipos de 

fibras, proporcionando novas abordagens sobre a comunicação osso-músculo em um contexto 

de tecido saudável. 

Palavras-chave: Sistema RANK-RANKL-OPG. Unidade osso-músculo. Músculo esquelético. 

Mitocôndria, Switch de fibras.  

  



 
 

 
 

ABSTRACT 

ARAÚJO, P.H.C RANK-RANKL-OPG signaling in mitochondrial biogenesis and fiber 

switch in skeletal muscle. 2022. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Molecular) – 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 2022. 

The operational unit bone-muscle refers to the mechanical interaction between bone and muscle 

and the communication via soluble factors that reciprocally regulate their metabolism. RANK-

RANKL-OPG system is classically described on osteoclast activation, and RANKL (receptor 

activator of NFB ligand) and OPG (osteoprotegerin) are examples of osteokynes. However, 

the contribution of this system in healthy skeletal muscle fiber is unclear. Recently, our group 

described the role of RANK-RANKL activation in increasing mitochondrial reticulum, energy 

expenditure, and beige adipocyte differentiation. Skeletal muscle shows high levels of RANK 

expression, which is fundamental to sarcoplasmic reticulum activity. Thus, we hypothesize that 

RANK-RANKL signaling improves mitochondrial biogenesis and contributes to skeletal 

muscle fiber switch to an oxidative profile. The experiments were performed in 8-week-old 

male mice of C57BL/6J strain (wild-type), B6.129S4-Tnfrsf11b tm1Eac/J homozygous 

knockout to osteoprotegerin (OPG-/-), and heterozygous to osteoprotegerin expression (OPG-/-

). All in vivo experiments were approved by Ethical Principles in Animal Research (CONCEA 

nº 0069/2020). C2C12 myoblast lineage differentiated into myotubes was used in vitro assays. 

Soleus of OPG-/- mice showed higher oxygen consumption rates than the OPG+/- group, which, 

in turn, also showed higher values than WT group, indicating the effect of high serum level of 

RANKL on skeletal muscle respiratory capacity. Myotubes from C2C12 lineage stimulated 

with RANKL presented higher expression of mitochondrial markers such as ATP synthase, 

Citrate synthase, NRF-2, MFN-2, and OPA-1 quantified by RT-qPCR, in addition to the 

increase of mitochondrial DNA, higher activity of responsive element of PPARs (PPRE) and 

Mitotracker® staining. RANKL stimuli activate ERK, p38, and CREB signaling pathways 

associated with metabolic adaptation, mitochondrial biogenesis, and oxidative metabolism. 

Myotubes stimulated with RANKL showed high spare respiratory capacity, and RNA-seq 

analysis also demonstrated that RANKL stimuli promote the enrichment of ERK signaling 

pathways, responses related to extracellular matrix remodeling, calcium signaling homeostasis, 

and regulation of vascular endothelial growth factors, which are fundamental in adapting to 

activities that increase metabolic demand. Soleus from WT mice treated with RANKL showed 

a higher oxygen consumption rate. Cross-section area analysis revealed muscle fiber with 

smaller diameter, higher SDH staining, and type IIa fiber proportion on gastrocnemius. Electron 



 
 

 
 

microscopy images revealed the increase of mitochondria number per area. Mice treated with 

RANKL and submitted to physical activity for 21 days showed higher SDH staining on 

gastrocnemius fibers compared to the non-treated and exercised group. In summary, these data 

indicate that RANKL improves mitochondrial biogenesis and fiber switch to an oxidative 

profile and provides new insights in bone-muscle communication in the healthy muscle fiber. 

Keywords: RANK-RANK-OPG system. Bone-muscle unit. Skeletal muscle. Mitochondria, 

Fiber switch. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O funcionamento fisiológico é decorrente de inúmeras comunicações entre órgãos que, 

apesar de funcionarem de forma extremamente especializada, dependem de uma perfeita 

sincronia entre si para o desempenho de suas funções e, portanto, apresentam uma 

interdependência por meio de diversos aspectos nutricionais e mecânicos (DROUJININE; 

PERRIMON, 2016). Neste contexto, a literatura descreve a forte associação entre o tecido ósseo 

e tecido muscular esquelético devido, principalmente, a processos envolvidos na locomoção. 

Mais recentemente, a comunicação osso-músculo deixou de ser restrita a interações 

biomecânicas com a descoberta de novas moléculas secretadas por esses tecidos, com ação 

regulatória recíproca em suas funções (BUVINIC et al., 2021; KIRK et al., 2020).  

O sistema músculo-esquelético é um complexo arranjo que, além do tecido ósseo e 

muscular, também inclui estruturas como tendões, ligamentos, cartilagens, articulações e 

tecidos conectivos, associados a uma extensa malha de estruturas do sistema nervoso e vascular 

(BROTTO; JOHNSON, 2014). E além dos papéis biomecânicos, a unidade osso-músculo 

desempenha funções fisiológicas importantes como, por exemplo, o tecido ósseo atua como 

fonte de cálcio, fosfato, além de ter funções hematopoiéticas; e o tecido muscular controla o 

estoque de nutrientes, como glicose e aminoácidos, fundamentais para o metabolismo basal 

(GAO et al., 2017; WOLFE, 2006). 

A miostatina, que inibe a proliferação e crescimento de fibras musculares, foi descrita em 

1997 (KUREK et al., 1997), entretanto, a referência ao tecido muscular esquelético como um 

órgão endócrino foi realizada anos depois por Pedersen e colaboradores em 2007 (PEDERSEN 

et al., 2007). Atualmente se sabe que as células musculares também são capazes de secretar 

inúmeras moléculas, dentre as quais destaca-se a Interleucina-6 (IL-6), que é produzida em 

grandes quantidades, especialmente após o exercício físico, e regula a diferenciação de células-

satélite e influencia a hipertrofia muscular (SERRANO et al., 2008; STEENSBERG et al., 

2000). 

A abordagem do tecido ósseo como um órgão endócrino é mais recente, uma vez que o 

fibroblast growth factor-23 (FGF23), molécula com ação endócrina produzida pelos osteócitos 

e que possui ação no controle dos níveis de fosfato nos rins, foi descrita apenas em meados dos 

anos 2000 (SAITO et al., 2005). Outro fator circulante produzido exclusivamente pelo tecido 

ósseo, capaz de atuar em vários órgãos e, por isso, considerado como um hormônio, é a 

osteocalcina. Essa molécula é produzida e depositada na matriz óssea pelos osteoblastos e 
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liberada após a ação de osteoclastos durante o remodelamento ósseo (FERRON et al., 2010; 

LEE et al., 2007).  

Há também outras moléculas secretadas no microambiente ósseo, como a Dentin Matrix 

Protein 1 (DMP1) (TOYOSAWA et al., 2001), monocyte/macrophage colony-stimulating 

factor (M-CSF) (FULLER et al., 1993), sclerotin (SOST), bone morphogenetic protein 6 

(BMP6) (PEDERSON et al., 2008), receptor activator of NF-B ligand (RANKL) (KONG et 

al., 1999) e  osteoprotegerin (OPG) (TSUDA et al., 1997), que afetam a diferenciação ou função 

de osteoclastos, osteoblastos, osteócitos e apresentam funções fundamentais para a manutenção 

do balanço entre a deposição, reabsorção da matriz óssea e controle do nível de minerais no 

organismo. 

O sistema RANK-RANKL-OPG é composto por uma tríade proteica representada por: 1) 

receptor ativador do fator de transcrição nuclear kappa-B (NF-B), conhecido como RANK, 2) 

ligante do receptor ativador do NF-B (RANKL) e 3) receptor isca osteoprotegerina (OPG), 

uma proteína solúvel que não possui domínios transmembranares. As relações entre ligante e 

receptor no sistema RANK-RANKL-OPG apresentam algumas particularidades: RANKL pode 

se ligar ao receptor de membrana RANK e também à OPG (receptor solúvel). Devido a esta 

característica de ser um receptor isca, a principal ação biológica de OPG ocorre através da 

ligação ao RANKL e consequente bloqueio da ativação de RANK, impedindo sua sinalização 

intracelular.  

Estudos mais recentes descrevem que a maior parte do RANKL recém-sintetizado em 

osteoblastos pode seguir por duas vias intracelulares: o transporte para a membrana plasmática 

ou transferência para o armazenamento em compartimentos lisossomais, direcionado por 

proteínas vacuolares de triagem (Vps33a) (KARIYA et al., 2009). O deslocamento de RANKL 

para as estruturas lisossomais é desencadeado pela formação de um complexo com OPG no 

citosol dos osteoblastos, o que demonstra o papel de OPG como um controlador do tráfego 

intracelular de RANKL e, por isso, fundamental para a regular a ativação de osteoclastos por 

esta via, que é distinta da sua atuação como receptor-ísca do RANKL (AOKI et al., 2010). 

Em osteoclastos, RANKL aumenta a biogênese mitocondrial através da ativação da via 

de sinalização CREB, que culmina na ativação do co-ativador de transcrição PGC-1 (ISHII et 

al., 2009), e é essencial para a atividade de reabsorção óssea, um processo de grande demanda 

energética devido à intensa secreção de íons H+ nas lacunas de Howship, responsáveis por 

reduzir o pH da região e permitir ação enzimática envolvida na degradação proteica e 

dissociação da hidroxiapatita.  
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O aumento da demanda energética no tecido muscular esquelético, comum durante 

atividades físicas, desencadeia a expressão de proteínas envolvidas na fusão mitocondrial, como 

mitofusina-2 (Mfn2) e optic atrophy type 1 (Opa1), e consequente redução da expressão de 

proteínas de fissão como dynamin-related protein-1 (Drp1). Isto favorece a taxa de fusão:fissão 

mitocondrial e aumento do volume dessas organelas. As proteínas de fusão mitocondrial Opa1 

e Mfn1/2 são reguladas por PGC-1 (regulador master da biogênese mitocondrial), que é 

amplamente expresso em músculos submetidos ao exercício físico (HALLING et al., 2017).  

Durante a contração muscular, o ATP é constantemente sintetizado e quebrado em ADP 

e AMP com liberação de fosfato inorgânico (Pi) para proporcionar a geração de força 

necessária. O AMP é capaz de se ligar à subunidade  da proteína quinase ativada por AMP 

(AMPK), desencadear a sua fosforilação e mudanças conformacionais que culminam na 

fosforilação de proteínas-alvo subsequentes na cadeia de sinalização, incluindo o PGC-

1 Este, por sua vez, controla atividades associadas ao aumento no conteúdo mitocondrial e, 

consequentemente, à oxidação dos ácidos graxos e captação de glicose (JAGER et al., 2007; 

WINDER et al., 2000). 

As fibras musculares podem ser classificadas de acordo com a predominância do seu 

metabolismo: glicolítico ou oxidativo. As fibras oxidativas (tipo I) apresentam elevado 

conteúdo mitocondrial e alto poder de fosforilação oxidativa, além de maior resistência à fadiga. 

As fibras do tipo IIb e IIx possuem menor conteúdo mitocondrial e metabolismo 

predominantemente glicolítico. Ainda há a fibra do tipo IIa, que apresenta características 

intermediárias devido a capacidade de contração rápida e geração de ATP tanto pelos 

mecanismos oxidativos quanto glicolíticos (SCHIAFFINO, 2010). 

A plasticidade do tecido muscular esquelético pode ser observada na capacidade de 

conversão do perfil das fibras musculares de acordo com as atividades e demandas metabólicas 

do tecido. Mediante estímulo adequado, a conversão pode ocorrer no sentido do aumento da 

proporção de fibras glicolíticas, como em atividades que demandam respostas com alta 

intensidade por um curto período de tempo, ou no aumento de fibras com maior capacidade de 

fosforilação oxidativa, como em condições de atividades durante longos períodos (CARROLL 

et al., 1998; FRONTERA; OCHALA, 2015).  

Estudos demonstram que pacientes com doenças metabólicas como a diabetes tipo II e 

obesidade apresentam uma redução no tamanho das mitocôndrias, menor expressão de PGC-

1 e seus alvos, assim como redução da NADH desidrogenase, presente no complexo I da 

cadeia transportadora de elétrons (MORROW et al., 2017; PETERSEN et al., 2004; RITOV et 
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al., 2005). Dessa forma, alterações metabólicas e comprometimento da fosforilação oxidativa 

no tecido muscular esquelético impactam o metabolismo em razão deste tecido ser um dos 

principais captadores de glicose insulino-dependente e peça fundamental na homeostase 

energética (KOVES et al., 2008). 

Recentemente, demonstramos que RANKL estimula a diferenciação de pré-adipócitos 

em adipócitos bege, em processo denominado como browning ou escurecimento do tecido 

adiposo branco, que apresentam aumento no retículo mitocondrial e da respiração -oxidativa. 

RANKL também induziu a expressão de PGC-1 em células da fração estromal diferenciadas 

em adipócitos bege (MATSUO et al., 2020). Apesar de RANKL ser uma proteína 

abundantemente expressa e secretada pelo osso, RANK ser altamente expresso no músculo 

esquelético (DUFRESNE et al., 2018) e haver íntima associação anatômica entre os dois 

tecidos, a contribuição da sinalização RANK-RANKL-OPG ainda não foi explorada na fibra 

muscular saudável.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Desenvolvimento do tecido muscular esquelético 

Durante os primeiros estágios embrionários, a formação do músculo esquelético é 

iniciada quando os segmentos do mesoderma paraxial formam os somitos em resposta a sinais 

do tubo neural, notocorda e da superfície do ectoderma (SAMBASIVAN et al., 2011). O 

desenvolvimento dos somitos formam os dermomiótomos, cujas células expressam Pax3 e Pax7 

(HERNÁNDEZ-HERNÁNDEZ et al., 2017), além de miótomos e esclerotoma. As porções 

dorsomedial e ventrolateral do dermomiótomo originam os miótomos epaxial (primaxial) e 

hipaxial (abaxial). As células MYF5 positivas no miótomo epaxial se diferenciam e formam os 

músculos do tronco e das costas. Por outro lado, progenitores MyoD positivos migram do 

miótomo e contribuem para a formação dos músculos de membros (LEPPER; CONWAY; 

FAN, 2009; VON MALTZAHN et al., 2013). 

Após o início da diferenciação, os mioblastos expressam concomitantemente MYF5 e 

MyoD, iniciam o alongamento das células precursoras e formação dos miócitos, que são células 

com elevada expressão de miogenina (MyoG) e comprometidas com o processo de 

diferenciação e formação dos miotubos (JIWLAWAT et al., 2018). A formação dos miotubos 

durante a embriogênese pode ser separada em dois grandes momentos: a) o primeiro, quando 

os miotubos são gerados a partir da fusão de mioblastos imaturos e alinhados com os tendões 

para formar a base do desenvolvimento muscular embrionário; b) assim, inicia-se a segunda 

fase, na qual mioblastos maduros proliferam sobre os miotubos primários e ocorre a fusão e 

formação do eixo motor que permite a inervação dessa estrutura (OLGUIN; OLWIN, 2004). 

A partir desta etapa, os mioblastos fusionam aos miotubos vizinhos, formam células 

multinucleadas denominadas de miotubos maduros com filamentos espessos de miosina e 

delgados de actina organizados em sarcômeros, a unidade funcional do músculo, dispostos em 

sequência (Figura 1) (JIWLAWAT et al., 2018).  

Moléculas sinalizadoras controlam esse processo de forma extremamente delicada e estes 

eventos são dirigidos por moléculas autócrinas e parácrinas como FGF-2. A via de sinalização 

Wnt é uma das principais envolvidas na miogênese por desempenhar um papel importante na 

formação dos somitos e, concomitantemente, na formação de mioblastos nos estágios finais. 

Através de Wnt1, há o aumento na expressão de MYF5 que influencia diretamente na formação 

do músculo epaxial e, por outro lado, Wnt7a promove a expressão MyoD e influencia a 

miogênese hipaxial (PRICE et al., 2015; SHEA et al., 2010). Em camundongos geneticamente 
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modificados que não expressam Wnt1 e Wnt3a, há uma redução na expressão inicial de Pax3 e 

MYF5 (MCCARTHY et al., 2011). 

 

Figura 1. Esquema de diferenciação do músculo esquelético in vitro. 

 

 

Fonte: Adaptado de Jiwlawat et al., 2017 (tradução nossa). 

Legenda: A diferenciação da célula muscular esquelética inicia quando os precursores que expressam Pax3 

e Pax7 começam a expressar Myf5 e MyoD, diferenciando-se em mioblastos. Essas células progressivamente 

inciam a expressão de miogenina (MyoG) e formam os miotubos nascentes uninucleados, que expressam os 

genes de cadeia de miosina (MHC). Os fatores Insulin-like grothw factor (IGF-1), inibidores de TGF- e 

de miostatina favorecem a formação de miotubos multinucleados. As proteínas actina, miosina e 

miofilamentos elásticos se arranjam para formar os sarcômeros, que representam a unidade funcional 

muscular e são responsáveis pelo padrão estriado em miotubos. 

 

2.2 Regeneração muscular 

O desenvolvimento das inúmeras funções mecânicas e fisiológicas do tecido muscular 

esquelético ocorre devido a sua capacidade em se adaptar e regenerar diante de demandas como 

o crescimento e atividade física (VON MALTZAHN; BENTZINGER; RUDNICKI, 2014). As 

células-tronco do tecido muscular, também chamadas de células-satélite (CS), são essenciais 

para estes processos de crescimento e regeneração (LEPPER; PARTRIDGE; FAN, 2011; 

SAMBASIVAN et al., 2011). 

Em situações de repouso ou baixa demanda fisiológica, as CS permanecem em estado de 

quiescência e podem ser encontradas abaixo da lâmina basal da miofibra (CHANG; 

RUDNICKI, 2014) e, justamente devido a sua localização entre as miofibras e a matriz 

extracelular (MEC), Alexander Mauro denominou essas células como células-satélite 

(MAURO, 1961). 

O Pax7 é expresso em todas as CS e fundamental para a manutenção e regeneração do 

músculo após o nascimento (SEALE et al., 2000; VON MALTZAHN et al., 2013). Após 

estímulos e ativação, as CS co-expressam Pax7 e MyoD, que são marcadores primários do 

comprometimento miogênico e, dessa forma, favorecem a saída dessas células do estado de 
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quiescência e início da diferenciação em miócitos até a formação de miofibras. Porém, a 

ativação das CS não ocorre de maneira uniforme entre toda a população de células-tronco, pois 

há redução da expressão de MyoD em um processo dependente do fator Sprouty1 em uma 

parcela dessas células, que interrompe o processo de diferenciação e preserva seu potencial 

mitótico em um estado quiescente (OLGUIN; OLWIN, 2004; SHEA et al., 2010). 

Dessa forma, o processo de regeneração muscular pode ser divido em três etapas: a) fase 

inflamatória aguda, b) ativação e diferenciação das CS e c) fase de maturação, na qual ocorre o 

remodelamento das novas fibras formadas. A primeira consequência após a injúria tecidual é a 

necrose das miofibras danificadas. Esse momento é acompanhado por um intenso influxo de 

cálcio e liberação desse íon do retículo sarcoplasmático, o que culmina na proteólise e 

agravamento do dano tecidual. A resposta inflamatória, que corresponde à 1ª fase da resposta 

regenerativa, é marcada pelo recrutamento de leucócitos, especialmente dos neutrófilos em um 

primeiro momento e tende a ocorrer nas primeiras 6h após a lesão (TIDBALL, 1995; YIN; 

PRICE; RUDNICKI, 2013). Em seguida, há infiltração de macrófagos pró-inflamatórios 

CD68+/CD163- nas primeiras 24h, importantes para a liberação de citocinas como TNF- e 

IL-1. Entre o 2º e 4º dias após o dano, ocorre uma mudança no perfil de células infiltradas no 

tecido, com a maior presença de macrófagos com um padrão anti-inflamatório CD68-/CD163+, 

que secreta moléculas como IL-10, e proporcionam a proliferação e diferenciação das CS 

(SACLIER et al., 2013).  

A formação de novas fibras é marcada pela presença do núcleo central e predominância 

na expressão de cadeias de miosina pesada de desenvolvimento, que é observada 

principalmente no período embrionário, e culmina na maturação das fibras musculares, 

formando a unidade contrátil do músculo esquelético (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 

2012; VON MALTZAHN; BENTZINGER; RUDNICKI, 2014).  

Apesar da sua atuação na regeneração do músculo esquelético, o envelhecimento reduz a 

eficiência das CS, como observado em camundongos com perda de fatores anti-

envelhecimento, como o hormônio Klotho, que apresenta um importante papel antagonista da 

via de Wnt3a, comumente elevada em músculos esqueléticos envelhecidos, e por alterações na 

composição da MEC, que contribui para o comprometimento da função dessas células 

(AHRENS et al., 2018; CHAKKALAKAL; BRACK, 2012). 
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2.3 Estrutura do tecido muscular esquelético 

A arquitetura do tecido muscular esquelético é caracterizada por um arranjo particular das 

células musculares em forma de fibras, que definem o tamanho do músculo de forma 

proporcional ao seu volume, e podem sofrer alterações quando submetidas a estresse por 

atividades físicas ou, em situações patológicas, sofrer com a infiltração por gotículas lipídicas 

e tecido conjuntivo (FORTIN et al., 2014). As fibras musculares esqueléticas são células 

multinucleadas com regiões conhecidas como domínios nucleares, responsáveis por exercer o 

controle da síntese proteica de ao longo de toda a miofibra. O sarcolema é a membrana celular 

que envolve individualmente cada fibra muscular e apresenta diversas proteínas como as 

distrofinas, distrobrevinas e sintrofinas, todas associadas à estrutura interna dos miofilamentos 

e à lâmina basal que envolve cada fibra muscular, denominada endomísio (HIKIDA 2011). 

As proteínas mais abundantes encontradas nos miofilamentos são actina e miosina, que 

correspondem a cerca de 70-80% do total de proteínas de cada fibra, dentre as quais a miosina 

é o principal motor molecular, sendo descritos 11 genes responsáveis por codifica-la. O 

sarcômero e sarcoplasma contêm outras proteínas como a tropomiosina e troponina que 

contribuem para a organização estrutural do citoesqueleto, processo de excitação e contração, 

liberação de energia e produção de força mecânica (OTTENHEIJM; GRANZIER, 2010). 

O sarcômero representa um elaborado complexo de estruturas moleculares composto por 

dois principais grupos de proteínas que estão espacialmente organizadas de forma paralela ao 

longo da fibra muscular: filamentos delgados, representados por -actina e proteínas 

associadas; e os filamentos espessos, formados principalmente por miosina e suas proteínas 

acessórias (MUKUND; SUBRAMANIAM, 2020). 

A miosina é uma proteína que apresenta duas funções: enzimática (cabeça da miosina, 

com capacidade de quebrar a molécula de ATP) e estrutural (cauda). Esta última é associada a 

outras proteínas estruturais como as myosin binding proteins (BMPs), que podem ser de dois 

tipos: MyBPC e MyBPH. As proteínas MyBPC são fundamentais para organização e controle 

da geração de força pelo complexo actina-miosina (ACKERMANN; KONTROGIANNI-

KONSTANTOPOULOS, 2013). E são encontradas associadas à titina, uma proteína gigante 

com propriedades elásticas que se estende ao longo de todo o filamento espesso até a linha Z, 

garantindo a distribuição uniforme da força em um músculo maduro (WANG; MCCLURE; 

TU, 1979). 

Há uma classe de proteínas na banda M que se associa às moléculas de miosina e titina, 

que juntas funcionam para estabilizar os filamentos espessos de forma longitudinal e 
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transversal, proporcionando a ligação com os filamentos vizinhos e coordenação da contração 

dos sarcômeros (ACKERMANN; WAITES; GARNER, 2015). A myomesin é uma das 

principais proteínas da linha M e atua como um sensor de força no sarcômero através de dímeros 

que interagem com os filamentos de miosina e, juntos, interagem com um complexo de 

proteínas como a obscurina e titina (GAUTEL; DJINOVIĆ-CARUGO, 2016; PERNIGO et al., 

2017; XIAO; GRÄTER, 2014). 

A polimerização das isoformas de actina formam os filamentos delgados e, em conjunto 

com os filamentos espessos, são fundamentais para o funcionamento do sarcômero e também 

apresentam proteínas associadas que são fundamentais para facilitar a contração. A troponina é 

uma das proteínas acessórias mais importantes e apresenta três subunidades: a) TNN-I 

(inibitória), que se liga ao filamento de actina; b) TTN-C, que se liga ao cálcio e c) TTN-T, que 

se liga à tropomiosina. A tropomiosina é também muito importante na estabilização da actina e 

para proporcionar o correto posicionamento da TTN-C no filamento de actina (ZOT; POTTER, 

1987). 

A linha Z é a estrutura onde ocorre o ancoramento dos filamentos de actina de forma 

antiparalela, conectando os sarcômeros e proporcionando o arranjo linear da miofibrila. Nesta 

estrutura, é possível encontrar inúmeras proteínas como, por exemplo, a α-actinin, myozenins, 

myopodin, γ-filamin, γ-actin, e desmin (PAPPONEN et al., 2009), além da sobreposição de 

algumas proteínas dos filamentos delgados, como titina (CHEN et al., 2015). A α-actinin é uma 

proteína estrutural fundamental para o arranjo da estrutura da linha Z, porque esta proteína é 

responsável pelo ancoramento com as moléculas de titina nos sarcômeros vizinhos (LUTHER, 

2009).  

O tecido muscular possui fibras com diferentes diâmetros e estas medidas estão 

diretamente associadas a capacidade de geração de força. Assim, as fibras musculares 

apresentam grande versatilidade no seu arranjo em relação ao eixo de geração de força, e são 

divididas em três principais classes: a) longitudinal, na qual as fibras estão dispostas ao longo 

do eixo de geração de força do músculo, como no bíceps; b) unipeniforme, em que as miofibras 

se movimentam ao longo de um eixo fixo, como no músculo vasto-lateral; e c) arquitetura 

multipeniforme, classicamente descrita no glúteo médio, no qual a dinâmica das fibras ocorre 

em diferentes ângulos em relação ao eixo de geração de força (LIEBER; FRIDÉN, 2000). 

A contração do sarcômero também pode ser descrita a nível molecular, no qual o 

movimento da “cabeça da miosina” sobre os filamentos de actina ocorre por uma sequência de 

reações enzimáticas que proporcionam esse movimento e geram força de maneira individual 
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nas miofibrilas que, em conjunto, transforma-se na contração muscular. No repouso, uma 

molécula de ATP se liga à ATPase da cabeça das miosinas e, após a propagação do potencial 

de ação desencadeado pelo neurônio motor e abertura dos canais de cálcio voltagem-

dependentes, a contração muscular ocorre nas seguintes etapas: 1) o Ca+2 liberado no citosol 

interage com a troponina C e induz uma mudança conformacional no complexo troponina-

actina, que resulta na exposição dos sítios de ligação da actina com a miosina, e esta interação 

desencadeia a 2) ativação do complexo miosina-ATP e uma mudança conformacional de 45º 

no posicionamento da cabeça da miosina e, em seguida, 3) a atividade de ATPase da miosina 

hidrolisa o ATP em ADP e Pi (fosfato inorgânico – energia livre), que proporciona 4) uma 

alteração na região da cabeça da miosina e de parte da cauda dessa molécula, 5) e causa o 

deslocamento da molécula de actina que está combinada com a cadeia de miosina; 6) após esse 

movimento, uma nova molécula de ATP se une a miosina, desfazendo a ligação com a actina e 

reiniciando o ciclo de contração (FITTS, 2008). 

 

2.4  Junções neuromusculares e mecanismos de contração 

As junções neuromusculares (JNM) são responsáveis pela transmissão de impulsos 

elétricos dos neurônios motores às fibras musculares, sendo compostas pela região pré-

sináptica, que além dos neurônios contém as células de Schwann; o espaço sináptico, delimitado 

pela membrana basal, e a região pós-sináptica, que contém o complexo juncional do 

sarcoplasma e a membrana com os receptores dos neurotransmissores (HALL; SANES, 1993; 

HUGHES; KUSNER; KAMINSKI, 2006). 

Na região pré-sináptica, as células de Schwann envolvem praticamente todo terminal 

nervoso na JNM, exceto a face da porção pós-sináptica. O terminal nervoso é abundante em 

vesículas sinápticas (VS), cuja função é armazenar, liberar e recapturar neurotransmissores 

como a Acetilcolina (DENKER, 2010; RIZZOLI; BETZ, 2005), que ocorre nas zonas ativas, 

que são as regiões onde ocorre o ancoramento, fusão, exocitose e recuperação das vesículas 

(Ackermann, Waites, & Garner, 2015). As sinapsinas são moléculas envolvidas no controle da 

ancoragem de vesículas, que são transportadas para as zonas ativas por motores moleculares de 

actina, após a liberação de Ca+2 através da ação de canais de cálcio dependentes de voltagem 

(CAI; SHENG, 2009). 

O espaço entre as regiões pré e pós-sinápticas é onde ocorre a difusão dos 

neurotransmissores, sendo dividido em fenda primária, limitada pela membrana pré-sináptica e 

basal, e fendas secundárias, que é o espaço entre as dobras juncionais da membrana pós-
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sináptica, enquanto que o centro da fenda sináptica é ocupado pela membrana basal sináptica. 

Esta última é rica em componentes como laminina (ROGERS; NISHIMUNE, 2017), colágeno 

tipo IV e nidogênio-2 (FOX et al., 2008). 

A última porção, a região pós-sináptica, é formada por áreas juncionais que tem como 

principal função, aumentar a área da membrana pós-sináptica e, consequentemente, o volume 

do espaço sináptico. Essa região contém diversas estruturas celulares, como mitocôndrias, 

complexo de Golgi e filamentos intermediários, fundamentais para a manutenção das 

necessidades metabólicas e estruturais desta região (MUKUND; SUBRAMANIAM, 2020). 

 

2.5 Tipos de fibras musculares esqueléticas 

A classificação das fibras musculares esqueléticas teve início com a observação das 

características visuais de diferentes tecidos realizada por Ranvier em 1873, que dividiu as fibras 

musculares em dois tipos: a) vermelhas, compostas por elevado conteúdo de mioglobina e 

mitocôndria, caracterizadas pelo metabolismo predominantemente oxidativo e as b) brancas, 

que apresentam pouco conteúdo de mioglobina e mitocôndria, com metabolismo 

predominantemente glicolítico. Posteriormente, as análises histoquímicas revelaram que a 

relação entre coloração e conteúdo de enzimas metabólicas era verdadeira, além de acrescentar 

que os músculos podem conter fibras com características intermediárias (DUBOWITZ; 

PEARSE, 1960; SCHIAFFINO, 2010). 

A maioria dos músculos esqueléticos contêm uma heterogeneidade de tipos de fibras, mas 

com a predominância de algum dos tipos. Por isso, identificar os tipos de fibras presentes auxilia 

na determinação das propriedades funcionais e metabólicas de um músculo em particular. 

Atualmente, a classificação das fibras é baseada na imunorreatividade com anticorpos 

específicos para diferentes isoformas de cadeias pesadas de miosina (MyHC). Em geral, as 

fibras musculares são classificadas como do tipo I, IIa, IIb e IIx, determinadas pela composição 

de isoformas das cadeias de miosina MyHCslow, MyHC2A, MyHC2B e MyHCx, 

respectivamente (BOSMA, 2016; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). Geneticamente, cada 

tipo de fibra muscular, de contração lenta ou rápida, apresenta diferenças na expressão das 

isoformas dos filamentos delgados e espessos, conforme descrito na Tabela 1. 
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Tabela 1. Isoformas de proteínas acessórias aos filamentos de actina e miosina 

Fibras de contração 

lenta 

Fibras de contração 

rápida 

Grupo de proteína 

MYH7 MYL1  

Cadeia de miosina MYL2/3 MYBP2 

MYBL2  

TNNT1/I1/C1 TNNT3/I1/C2 Troponina T 

TPM3 TPM1 Tropomiosina 

TMOD1 TMOD4 Tropomodulina 

ATP2A2 ATP2A1 ATPase sarcoplasmática 

CASQ2 CASQ1 Calsequestrina 

 

A classificação das fibras musculares também pode ser realizada de acordo com o 

metabolismo: glicolítico ou oxidativo, e pela sua velocidade de quebra de ATP, isto é, atividade 

ATPase. As fibras com característica oxidativa (tipo I) apresentam taxas de contração mais 

lentas, alto conteúdo mitocondrial e alto poder de fosforilação oxidativa (OXPHOS), além de 

maior resistência à fadiga e estão amplamente distribuídas em músculos envolvidos com a 

postura corporal. Por outro lado, músculos que desenvolvem altas taxas de contração, como 

aqueles envolvidos em movimentos direcionais, apresentam baixo conteúdo mitocondrial, 

redução na capacidade de OXPHOS, predominância do metabolismo glicolítico, que implica 

em menor resistência à fadiga, e são compostos principalmente por fibras do tipo IIb e IIx. Há 

ainda o tipo de fibra intermediário (tipo IIa) que apresenta contração rápida, e geração de ATP 

por ambos mecanismos oxidativo e glicolítico (MISHRA et al., 2015; SCHIAFFINO, 2010). 

A presença de diversos tipos de fibras com distintas propriedades em um mesmo músculo 

reflete a capacidade de adaptação a diferentes padrões de atividade e plasticidade do tecido, 

fundamentais para garantir a participação de grupamentos musculares em diferentes atividades 

de acordo com as demandas mecânicas e energéticas (FRONTERA; OCHALA, 2015; 

MISHRA et al., 2015). 

O exercício físico é um dos principais fatores responsáveis pelo remodelamento das fibras 

do tecido muscular esquelético, por isso estudos do seu impacto na fisiologia do esporte, em 

doenças metabólicas e cardiovasculares, por exemplo, são cada vez mais relevantes. Em 

humanos e modelos animais, a atividade física pode induzir a conversão de fibras musculares 

com características predominantemente glicolíticas para um perfil com metabolismo 
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majoritariamente oxidativo, com fibras do tipo IIx sendo convertidas em IIa em humanos e, em 

ratos, ocorrendo na sequência IIb → IIx → IIa (AUSONI et al., 1990).  

A habilidade das fibras musculares migrarem de um perfil de contração lenta para fibras 

de contração rápida, e vice-versa, tem recebido enorme atenção da comunidade acadêmica. 

Nesse sentido, é bem estabelecido o fato de que a composição de fibras musculares de um 

indivíduo pode predizer relativamente a performance em um determinado tipo de atividade 

como, por exemplo, a predominância de fibras do tipo I aumenta as chances de sucesso em 

atividades que exigem o cumprimento de longas distâncias, como maratonistas (TESCH; 

KARLSSON, 1985), enquanto que a maior porcentagem de fibras do tipo II é benéfica para o 

desempenho de atividades de curta duração e de explosão muscular (SERRANO et al., 2019; 

TRAPPE et al., 2015). 

A conversão das fibras musculares envolve a sinalização calcineurin-NFAT, conforme 

descrito por Chin et al. (1998). A expressão de genes MYH e alteração do perfil das fibras 

musculares, seja por exercícios ou alterações patológicas, também é influenciada pela expressão 

de fatores como MEF2, PPAR-β/δ (WANG et al., 2004), ativação de AMPK (LEE-YOUNG et 

al., 2009) e PGC1-α (JAGER et al., 2007). 

Os PPARs (peroxisome-proliferating activated receptors) são um grupo bem 

caracterizado de receptor nuclear hormonal, ativados por fatores ligados a lipídeos, que atuam 

como fatores de transcrição e regulam diferenciação e metabolismo celular. No músculo 

esquelético, o PPAR regula a expressão de genes importantes para o transporte e oxidação de 

ácidos graxos, o que aumenta o consumo de lipídeos para produção de energia (TANAKA et 

al., 2003). Por exemplo, a expressão transgênica de PPAR no músculo esquelético resulta em 

“camundongos maratonistas” com aumento de fibras oxidativas e de contração lenta, 

diminuição de fibras de contração rápida, resistência ao ganho de peso quando alimentados com 

dieta hipercalórica e prevenção de obesidade neste modelo (WANG et al., 2004). Análises 

transcricionais utilizando ligantes farmacológicos para PPAR  no músculo demonstraram que 

este fator também induz a expressão de PGC-1, que regula a expressão de genes mitocondriais 

(HONDARES et al., 2007; LIN et al., 2002). 

A literatura indica que os treinamentos de resistência em baixa intensidade (70% da 

capacidade máxima) proporcionam o aumento no tipo de fibra IIa a partir da conversão de fibras 

do tipo IIx e menor impacto na conversão de fibras para o perfil do tipo I (CARROLL et al., 

1998). O treino específico de força, comum para corredores de distâncias curtas que necessitam 

de respostas explosivas, favorece a manutenção de fibras com o perfil metabólico glicolítico, 
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como as fibras do tipo IIx e redução na quantidade de fibras do tipo I. Por outro lado, o 

treinamento para resistência a exercícios de longa duração (endurance) com maior intensidade 

também induz a conversão para fibras com características mais oxidativas e, à medida que o 

treinamento torna-se mais intenso, aumenta a taxa de conversão para fibras do tipo I (PLOTKIN 

et al., 2021). Apesar do exercício físico ser descrito como uma ferramenta interessante na 

modulação das fibras musculares, alterações metabólicas e sedentarismo também podem 

induzir respostas antagônicas no tecido muscular, especialmente na promoção de fibras com 

metabolismo glicolítico (VIKNE et al., 2020). 

Apesar da relevância dos estímulos mecânicos na modulação das fibras musculares, a 

predisposição genética de indivíduos também influencia na realização de determinados tipos de 

atividades (FLÜCK et al., 2019; SIMONEAU; BOUCHARD, 1995). Nesse sentido, o genótipo 

ACTN3 R577X tem sido associado com uma composição de fibras musculares com maior 

capacidade oxidativa (VINCENT et al., 2007), assim como a expressão do alelo angiotensin-

converting enzyme gene (ACE) D aumenta em quase 5% a proporção de fibras do tipo I 

comparado ao genótipo ACE II (KUMAGAI et al., 2018). Dessa forma, fica evidente que uma 

combinação de fatores genéticos, nutricionais e de estilo de vida podem influenciar diretamente 

na composição das fibras musculares (HUA et al., 2017). 

 

2.6 Atividade muscular e vias de sinalização 

O funcionamento do músculo esquelético é mantido por um delicado balanço entre síntese 

e degradação proteica e ciclos de hipertrofia e atrofia que ocorrem em resposta a alterações nas 

demandas físicas e metabólicas que ajustam esses fatores em busca do equilíbrio (GLASS, 

2005). 

Em situações de estresse patológico, como em doenças metabólicas e inflamações 

crônicas, comuns na obesidade e diabetes Mellitus tipo 2 (DM-2), ocorre o disparo de vias de 

sinalização intracelular que podem reforçar esse sinal e amplificar esse estado de inflamação. 

Os principais reguladores de expressão gênica, estado redox e metabólico ocorrem através da 

sinalização de Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) e NF-B, que são classicamente 

descritos em respostas adaptativas do músculo esquelético (KRAMER; GOODYEAR, 2007). 

De maneira geral, as respostas via NF-B estão associadas a eventos inflamatórios e 

degradação proteica (CAI et al., 2004). A persistência do estímulo inflamatório através desta 

via culmina no acúmulo de EROS e estresse metabólico, bastante comum em pacientes com 

Diabetes Mellitus tipo 2 e caquexia (BARACOS, 2006; OGIHARA et al., 2004). Porém, a 
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atividade física crônica, que promove a hipertrofia muscular e reduz os danos causados pela 

sarcopenia e osteoporose em idosos (HURLEY; ROTH, 2000), também estimula a ativação da 

via de NF-B e acúmulo transiente de EROS. Ou seja, ao contrário do observado em condições 

patológicas, a ativação dessa via pelo exercício físico desencadeia respostas que favorecem a 

homeostase metabólica durante e após a atividade física (BEJMA; JI, 1999). 

No músculo esquelético, a família da MAPK é composta por quatro membros, 

extracellular signal regulated kinases (ERK) 1 and 2 (ERK1/2), p38 MAPK, c-Jun NH2-

terminal kinases (JNK) e ERK5 ou big MAPK (FORCE; BONVENTRE, 1998; KYRIAKIS; 

AVRUCH, 2001). A atividade dessas vias de sinalização depende do tipo, duração e intensidade 

do exercício. A ativação de ERK1/2 ocorre rapidamente em modelos de camundongos e 

humanos treinados ou não, submetidos a atividades agudas na capacidade submáxima de 

esforço, sendo a magnitude da fosforilação de ERK1/2 diretamente proporcional à intensidade 

do protocolo estabelecido (WIDEGREN et al., 2000; YU et al., 2003). 

A literatura descreve que a atividade de ERK1/2 é fundamental para respostas na 

atividade do músculo esquelético devido ao direcionamento do metabolismo de lipídios por 

meio da regulação da atividade da acetyil-CoA carboxylase (RANEY et al., 2005) e da 

fosforilação da hormone-sensitive lipase (HSL) (DONSMARK et al., 2003). Dessa forma, a 

atividade de ERK1/2 está envolvida especificamente na mobilização de ácidos graxos durante 

a contração muscular, assim como no recrutamento de receptores capazes de se ligar a essas 

moléculas, como o CD36 (TURCOTTE; RANEY; TODD, 2005), fundamental para o aumento 

da captação de ácidos graxos e sua oxidação em situações de exercícios de intensidade baixa a 

moderada (RANEY; TURCOTTE, 2006). 

A correlação entre a ativação de ERK1/2 e exercício físico foi demonstrada em estudos 

com humanos que submeteram apenas uma perna à atividade muscular e observaram o aumento 

na ativação de ERK1/2 em relação à perna contralateral mantida em repouso e, além disso, 

outros dados demonstram que maratonistas também apresentam uma elevada ativação de 

ERK1/2 (ARONSON et al., 1997; YU et al., 2001). 

Recentemente, BOYER et al., 2019 utilizaram camundongos geneticamente modificados 

para avaliar o papel da ativação constitutiva de MEK1 na indução da maior sinalização de 

ERK1/2 e seu papel na conversão de fibras do tipo 1. Seus achados sugerem que os animais 

modelos apresentaram maior atividade metabólica e consumo de oxigênio que, funcionalmente, 

contribuíram para maior resistência à fadiga. 
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De forma semelhante, atividades físicas em roedores, camundongos e humanos também 

induzem a fosforilação de p38-MAPK (GOODYEAR et al., 1996; NADER; ESSER, 2001), 

que é composta por quatro isoformas (p38, p38, p38 e p38)  (RUSS; LOVERING, 2006; 

WRETMAN et al., 2001). As isoformas  e  são expressas de forma ubíqua, enquanto que o 

mRNA de p38 é identificado principalmente em pulmões e rins (JIANG et al., 1997), e a 

isoforma p38 é exclusivamente expressa no tecido muscular esquelético (LI et al., 1996). 

Assim como na sinalização via ERK1/2, a fosforilação de p38-MAPK aumenta de acordo com 

a intensidade do exercício físico e, em maratonistas, apenas a isoforma p38 é ativada 

(SOMWAR et al., 2000; WRETMAN et al., 2001). 

A ativação de MAPK induzida por exercícios físicos está associada à fosforilação de 

substratos envolvidos no metabolismo de carboidratos e lipídios, proliferação celular, 

hipertrofia, apoptose, respostas inflamatórias e co-ativação de fatores de transcrição. Essas 

diferentes ações são fundamentais para respostas de adaptação e plasticidade do músculo 

esquelético a desafios repetidos de estímulos físicos. Dessa forma, a ativação de MAPK é 

importante para a intermediação de mudanças que requerem adaptação no estado redox, 

homeostase energética e regulação gênica (KRAMER; GOODYEAR, 2007) 

A família do NF-B é composta por cinco membros, que incluem: p50, p52, p65 (RelA), 

RelB e RelC, dentre os quais dois membros sofrem dimerização para facilitar a ligação do NF-

B a regiões promotoras e, dessa forma, regular a expressão gênica em diversos tecidos 

(JACKMAN; KANDARIAN, 2004). No músculo esquelético em repouso, o NF-B encontra-

se inibido por proteínas IB, que são compostas por sete membros, incluindo IB, IB, IB, 

IB, Bcl-3, p100 e p105. Contudo, esse efeito inibitório é interrompido após fosforilação da 

proteína IB pela I nas serinas 32 e 36, consequente ubiquitinação e degradação do 

IB via proteassoma, tornando livre a atividade do fator de transcrição NF-B  (DELHALLE 

et al., 2004; GILMORE, 2006). 

A ativação da via de NF-B pode ser desencadeada por citocinas como TNF-, IL-1  ou 

LPS bacteriano (lipopolissacarídeo) e apresenta em comum a propagação do sinal através de 

um complexo proteico formado por proteínas TNF-receptor associated factor Family (TRAF 

1-7). A sinalização desencadeada por TNF- por exemplo, proporciona o recrutamento das 

moléculas TRADD (TNF receptor associated death domain), TRAF2 (TNF-receptor 

associated factor family), c-IAP (Inhibitor of Apoptosis), e RIP1 (receptor-interacting protein 

kinase) (CHEN; GOEDDEL, 2002). Este último é ativado através da poliubiquitinação via K63, 
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e recrutamento de IKK e do complexo TAK1 (TGF-b-activated kinase 1) que, então, ativa 

IKK, responsável por fosforilar IB, tornando-o alvo de ubiquitinação por K48 e degradação 

proteassomal. Assim, ocorre o translocamento das subunidades p50/p68 para o núcleo e a 

ativação de seus genes-alvo. De forma semelhante, a sinalização desencadeada por IL-1 e LPS 

leva ao recrutamento de TRAF6 que é ubiquinado por K63, culminando no recrutamento dos 

complexos TAK1 e IKK e posterior ativação dos dímeros de NF-B (Figura 2) (PETERSON; 

BAKKAR; GUTTRIDGE, 2011). 

 

Figura 2. Via clássica de ativação do NF-B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Peterson et al., 2011 (tradução nossa) 

Legenda: Na esquerda, a via de sinalização por TNF, iniciada pelo estímulo do receptor de TNF (TNFR) leva ao 

recrutamento de TRADD (TNF receptor associated death domain), TRAF2, c-IAP, e RIP1. Este último é ativado 

via cadeia de poliubiquitinação K63 e recrutamento de IKK e do complexo TAK1, que são responsáveis por ativar 

IKKb, que fosforila IB, tendo como alvo a K48 ligada à cauda de ubiquitinação que culmina na degradação 

proteassomal. Após a degradação de IB, ocorre o translocamento de p50/p65 para o núcleo e ativação da 

transcrição dos genes-alvo. Na direita, a sinalização desencadeada pelos receptores de IL-1 (IL-1R) e Toll-like 

receptor (TLR), que se iniciam com a dimerização do receptor, recrutamento de TRAF6 e poliubiquitinação da 

K63. Esse processo leva novamente ao recrutamento dos complexos TAK1 e IKK e subsequente ativação dos 

dímeros de NF-B 

 

A ativação não-canônica da via de NF-B é mediada pelo complexo IKK, sendo bem 

descrito em células B e essencial para o desenvolvimento dos tecidos linfóides (SENFTLEBEN 
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et al., 2001). Moléculas como os fatores ativadores de células B (BAFF), linfotoxina  ou 

ligantes de CD40 controlam a estabilização da NF-B inducing kinase (NIK), pois inibem a 

degradação de NIK pelos complexos cIAP1/2 e TRAF3 (POMERANTZ; BALTIMORE, 

2002). As células em estado de repouso apresentam a degradação de NIK pela atividade do 

complexo cIAP, enquanto que a sinalização por linfotoxina  em células B causa a 

autodegradação de cIAP, culminando na estabilidade de NIK (RAZANI et al., 2010; SANJO et 

al., 2010). 

A literatura aborda de diferentes formas o papel da sinalização de NF-B na diferenciação 

de células do músculo esquelético. A via clássica é descrita como fundamental para regular a 

diferenciação de mioblastos por diversos mecanismos, dentre os quais é possível destacar a 

ligação do NF-B com a região promotora da ciclina D1, que ativa sua transcrição e 

manutenção dos mioblastos no estado proliferativo. Essa atividade é decorrente da ligação de 

p65 à ciclina D1 e aumento na atividade da quinase CDK4, que juntos formam um complexo 

responsável pela estabilidade das células no estágio S do ciclo celular (DAHLMAN et al., 2009; 

GUTTRIDGE et al., 1999). 

Por outro lado, evidências apontam que a sinalização alternativa de NF-B também é 

ativada durante a formação de miotubos, sendo caracterizada pelo aumento da atividade de IKK 

e da subunidade p100 para o processamento de p52, que regula a biogênese mitocondrial e 

manutenção da homeostase de miotubos maduros (BAKKAR et al., 2008). Sendo assim, fica 

evidente uma possível alternância entre as vias clássicas e alternativa da sinalização de NF-B 

durante a diferenciação e manutenção da homeostase do músculo esquelético, demonstrando 

uma adaptação a diferentes fatores que regulam esse processo (PETERSON; BAKKAR; 

GUTTRIDGE, 2011) 

 

2.7  Mitocôndrias no tecido muscular esquelético 

A mitocôndria é uma organela extremamente dinâmica e com características inerentes em 

sua estrutura como a dupla membrana lipoproteica interna e externa (MME e MMI, 

respectivamente): a MMI apresenta dobras que formam cristas e aumentam sua área superficial. 

Além disso, sua matriz é rica em proteínas, apresenta espaços intermembranares e intercristas, 

bem como material genético próprio, semelhante ao de procariotos (GRAY, 2017; GRAY; 

DOOLITLE, 1982). 
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As mitocôndrias apresentam um papel fundamental no metabolismo celular pois 

desencadeiam processos bioquímicos como a fosforilação oxidativa (OXPHOS), o Ciclo de 

Krebs, −oxidação de ácidos graxos e manejo dos íons de cálcio. Dessa forma, disfunções 

mitocondriais apresentam grande impacto celular e são associadas a doenças metabólicas e 

neurodegenerativas, bem como no processo de envelhecimento (CARELLI; CHAN, 2014; 

LIGHTOWLERS; TAYLOR; TURNBULL, 2015). 

A fusão de pequenas mitocôndrias permite o compartilhamento de diversos componentes 

e facilita a expansão do retículo mitocondrial. O processo de fusão  envolve proteínas essenciais 

para o ancoramento da membrana externa de mitocôndrias adjacentes, como as mitofusinas 1 e 

2 (Mfn1 e Mfn2) e optical atrophy  1 e 2 (Opa1 e Opa2), que permitem ações semelhantes nas 

membranas mitocondriais internas (MISHRA; CHAN, 2016). Por outro lado, a fissão 

mitocondrial reduz a organela a pequenos fragmentos, contribui para a remoção de 

mitocôndrias que apresentam alterações funcionais e promovem o direcionamento para a 

degradação e reciclagem por meio do sistema de mitofagia-lisossomal.  De forma análoga às 

mitofusinas, a dynamin-related protein 1 (Drp1) é encontrada na membrana mitocondrial 

externa e atua em conjunto com o fator de fissão mitocondrial (Mff) e a proteína de fissão 1 

(Fis1) para envolver e realizar a constrição da membrana mitocondrial e promover a separação 

(LOSON et al., 2013). 

O aumento da demanda energética, comum em situações de exercício físico, ativa a 

expressão gênica de proteínas envolvidas na fusão mitocondrial, como Mfn2 e Opa1 com 

consequente redução da expressão de proteínas de fissão como Drp1. Isto favorece a taxa de 

fusão:fissão mitocondrial e aumento do volume dessas organelas. As proteínas de fusão 

mitocondrial Opa1 e Mfn1/2 são reguladas por PGC-1 (regulador master da biogênese 

mitocondrial), fundamental para o aumento do retículo mitocondrial, que é amplamente 

expresso em músculos submetidos ao exercício físico (HALLING et al., 2017). 

A contração muscular em exercícios agudos desencadeia a produção de EROS e estresse 

oxidativo transiente e ativação de vias de sinalização capazes de promover a fosforilação de 

fatores de transcrição como MEF2 e ATF2, que regulam a expressão de PGC-1 assim como 

a ativação de cascatas de sinalização através da família p38-MAPK (Mitogen-Activated Protein 

Kinases), responsáveis pela estabilidade de PGC-1. A resposta não-linear à concentração de 

EROS no balanço entre manutenção do funcionamento celular em concentrações mais baixas e 

danos causados pelo seu acúmulo é denominada como Mitohormesis. (POGOZELSKI et al., 

2009; RISTOW; SCHMEISSER, 2014; SALEEM et al., 2015). 
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Durante a contração muscular, o ATP é constantemente sintetizado e quebrado em ADP 

e AMP com liberação de fosfato inorgânico (Pi) para proporcionar a geração de força 

necessária. O AMP é capaz de se ligar à subunidade  da proteína quinase ativada por AMP 

(AMPK), proporcionar a sua fosforilação e mudanças conformacionais que culmina na 

fosforilação de proteínas-alvo subsequentes na cadeia de sinalização, incluindo o PGC-

1 Este, por sua vez, controla atividades associadas ao aumento no conteúdo mitocondrial, 

oxidação dos ácidos graxos e captação de glicose (JAGER et al., 2007; WINDER et al., 2000). 

Estudos demonstram que há redução no tamanho das mitocôndrias, menor expressão de 

PGC-1 e seus alvos, como a NADH desidrogenase, presente no complexo I da cadeia 

transportadora de elétrons em pacientes com doenças metabólicas como a diabetes tipo II e 

obesidade (MORROW et al., 2017; PETERSEN et al., 2004; RITOV et al., 2005). Assim, 

alterações metabólicas e comprometimento da fosforilação oxidativa no tecido muscular 

esquelético impactam o metabolismo em razão deste tecido ser um dos maiores captadores de 

glicose insulino-dependente e peça fundamental na homeostase energética (KOVES et al., 

2008). 

 

2.8  Funções endócrinas do tecido muscular esquelético 

A liberação de fatores de crescimento pelo tecido muscular esquelético, conhecidos como 

miocinas, tem recebido destaque devido ao seu papel na comunicação entre órgãos (OWUSU-

ANSAH; PERRIMON, 2015). As miocinas foram classificadas como “citocinas e outros 

peptídeos que são produzidos, expressos e liberados por fibras musculares, que exercem efeitos 

autócrino, parácrino ou endócrino” (PEDERSEN et al., 2007). 

A miostatina, primeira molécula secretada pelo tecido muscular a ser descrita, tem como 

função inibir a proliferação e crescimento de células musculares (KUREK et al., 1997), é 

membro da família transforming growth factor β (TGF-β), atua de forma autócrina/parácrina e 

regula negativamente a atividade de mioblastos e crescimento muscular devido a sua 

capacidade de aumentar a atividade da cyclin-dependent kinase (Cdk) inhibitor p21, que 

culmina na inibição de Cdk2 e seu alvo, a proteína retinoblastoma (Rb) (MCFARLANE et al., 

2011). A miostatina também mantém as CS no estado de quiescência causada pela degradação 

da ciclina D1 devido ao aumento da atividade de p21 (YAMADA et al., 2010) por meio da 

ativação da via PI3K/Akt/GSK-3  (YANG et al., 2007). 

A miostatina inibe as respostas envolvidas na diferenciação de células do músculo 

esquelético através da inibição da via Akt/TORC1/p70S6K e, consequentemente, da capacidade 
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de síntese proteica dessas células, bem como promove a regulação negativa de fatores 

envolvidos na miogênese, como MyoD e miogenina (MCFARLANE et al., 2011; 

TRENDELENBURG et al., 2009). 

Em meados dos anos 2000, foi descrita outra molécula secretada pelo músculo que 

apresenta inúmeras funções metabólicas, a Interleukin-6 (IL-6) (STEENSBERG et al., 2000), 

liberada pelos músculos principalmente após atividades físicas, com aumento expressivo nos 

níveis de RNA mensageiro (mRNA) em intervalo de 30 min após uma bateria de exercícios 

(HISCOCK et al., 2004; PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008), e seus níveis circulantes aumentam 

de forma proporcional à duração do estímulo e a massa muscular (KELLER et al., 2001; 

STEENSBERG et al., 2002).  

Diversos estudos apontam o papel da IL-6 como mediador anti-inflamatório após o 

exercício, assim como também o seu envolvimento no metabolismo da glicose e lipídeo 

(PEDERSEN; FEBBRAIO, 2012). A IL-6 secretada pelos músculos também está envolvida na 

intercomunicação entre intestino e pâncreas: o estímulo de IL-6 aumenta a produção do 

glucagon-like peptide 1 (GLP1), que tem como ação induzir a secreção de insulina pelas células 

 pancreáticas e, muito provavelmente, está associado ao aumento da ação da insulina no 

período imediato após o exercício físico (WALLENIUS et al., 2002); a IL-6 liberada pelo 

músculo também aumenta o translocamento do transportador de glicose GLUT4, responsável 

pela captação de glicose na fibra muscular (CAREY et al., 2006). O estímulo de IL-6 

recombinante (rIL-6) in vitro também aumentou a captação de glicose e oxidação de ácidos 

graxos por meio da ativação da AMPK (AMP activated protein kinase) (KAHN et al., 2005; 

VAN HALL et al., 2003). 

Posteriormente, estudos comprovaram que IL-6 é produzida nos músculos e de maneira 

transiente por miofibras em processo de crescimento e associadas a CS (PEDERSEN, 2006), e 

secretada por tecidos de indivíduos saudáveis e até mesmo de pacientes com Diabetes mellitus 

tipo 2 (GREEN et al., 2011; HAUGEN et al., 2010). 

Após a identificação da IL-6, foram identificadas centenas de outras moléculas liberadas 

pelo tecido muscular esquelético, mas apenas cerca de 5% apresentam suas funções 

completamente descritas e a identificação do “myokinome” tem proposto um novo paradigma 

e compreensão conceitual do mecanismo de comunicação entre músculos e demais órgãos 

(SEVERINSEN; PEDERSEN, 2020). Ainda, tem sido proposto que miocinas liberadas pelo 

músculo na circulação após atividades físicas são denominados exerkines (SAFDAR; 

SALEEM; TARNOPOLSKY, 2016; SAFDAR; TARNOPOLSKY, 2018). 
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A atividade de músculos esqueléticos e liberação de citocinas também pode influenciar o 

desenvolvimento de funções cognitivas pela indução da molécula brain-derived neurotrophic 

factor (BDNF), que regula a plasticidade sináptica, sobrevivência e diferenciação das células 

do cérebro (CHAO; RAJAGOPAL; LEE, 2006; DUZEL; VAN PRAAG; SENDTNER, 2016). 

Apesar do aumento da expressão do mRNA de BDNF no músculo não ser diretamente 

relacionado à liberação dessa proteína (MATTHEWS et al., 2009), foi demonstrado que a 

atividade física também induz a expressão de FNDC5 (Fibronectin type III domain-containing 

protein 5) no hipocampo, que estimula a o aumento nos níveis de BDNF e seus efeitos de 

neuroproteção (WRANN et al., 2013). A atividade física também aumenta a concentração 

plasmática de Cathepsin B, que pode atravessar livremente a barreira hemato-encefálica e 

induzir a produção de BDNF no hipocampo (DE LA ROSA et al., 2019; MOON et al., 2016). 

A proteína FNDC5 também é comumente chamada de Irisina e foi descrita 

simultaneamente por dois grupos em 2002 (FERRER-MARTÍNEZ; RUIZ-LOZANO; CHIEN, 

2002; TEUFEL et al., 2002). O gene do FNDC5 é composto por 6 éxons que codificam 209 

aminoácidos (aa) e a proteína é compreendida em 28-AA na região N-terminal, 93-aa pela 

fibronectin type III domain (FNIII), em 30-aa do domínio de ligação, um segmento 

transmembrana de 19-aa e, por último, uma porção intracelular formada por 39-aa. A porção 

N-terminal é alvo de clivagem e produz a molécula Irisina, que é 100% conservada entre 

humanos, camundongos, ratos e bovinos (BOSTRÖM et al., 2012; KOMOLKA et al., 2014; 

SCHUMACHER et al., 2013) 

A hipótese geral que propõe o papel da FNDC5/Irisina como hormônio envolve a 

clivagem do ectodomínio de FNDC5 e produção da Irisina na forma solúvel que, desta forma, 

pode atingir tecidos alvo. Embora ainda existam muitas questões sobre a identificação e 

mecanismos de clivagem da FNDC5 e produção da irisina, inúmeras evidências indicam sua 

presença em fluidos biológicos e de seus efeitos com o uso de proteínas recombinantes em 

modelos de roedores (MAAK et al., 2021). 

LOURENCO et al., 2019 demonstraram que a irisina atua na formação da memória e 

proteção contra EROS associadas à origem da Doença de Alzheimer  (BOSTRÖM et al., 2012; 

JEDRYCHOWSKI et al., 2015; KAJI, 2016). E os níveis de mRNA da FNDC5 estão elevados 

após atividade do músculo esquelético em camundongos e humanos, e sua expressão é 

controlada pelo fator de transcrição de PGC-1. Ainda, o aumento nos níveis transcricionais de 

FNDC5 foi observado em camundongos geneticamente modificados para a superexpressão de 

PGC-1  e em animais submetidos a exercícios de resistência. O meio condicionado da cultura 
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de miócitos de animais transgênicos induziu o aumento na expressão de genes relacionados ao 

tecido adiposo marrom na cultura primária de adipócitos, reforçando o conceito de que havia a 

liberação de irisina na circulação dos camundongos e indução da transição do tecido adiposo 

branco para tecido adiposo marrom, fenômeno descrito como browning (BOSTRÖM et al., 

2012). 

O tecido muscular esquelético é a principal fonte de produção da irisina, onde 

desempenha inúmeras funções fisiológicas autócrinas, como a termogênese, aumento da taxa 

metabólica geral, como no metabolismo da glicose, além de efeitos na proliferação e 

diferenciação das células desse tecido. Recentemente, foi descrito que a irisina estimula a 

captação da glicose em células musculares através da via de MAPK-p38, que é ativada por 

EROS e mediada pela ativação de AMPK (LEE et al., 2015). Além disso, a literatura também 

descreve uma correlação positiva entre a irisina e a sensibilidade à insulina (ROCA-RIVADA 

et al., 2013; STENGEL et al., 2013), uma vez o estímulo com irisina antagoniza os sinais 

desencadeados pelo ácido palmítico em células de mioblastos da linhagem C2C12 e, dessa 

forma, reverte a perda da fosforilação das vias de AKT e ERK induzidas pelo estímulo com o 

ácido graxo (YANG et al., 2015). 

A ação da irisina na regulação do metabolismo energético se estende a outros órgãos 

como, por exemplo, sua associação na conversão do tecido adiposo branco (TAB) em tecido 

adiposo marrom (TAM), proporcionando a perda de peso e melhoramento do metabolismo da 

glicose (BOSTRÖM et al., 2012) através da ativação da via de p38 e ERK (ZHANG et al., 

2014), o que demonstra seu potencial terapêutico no controle da diabetes e obesidade 

(NOVELLE et al., 2013).  

Dessa forma, destaca-se o papel da sinalização por irisina mediada pela via MAPK no 

controle do metabolismo energético, proliferação celular e diferenciação em vários tipos 

celulares, especialmente no tecido muscular esquelético, reforçando o papel fundamental desta 

miocina na coordenação de respostas fisiológicas entre órgãos e tecidos (RABIEE et al., 2020). 

Outras moléculas secretadas pelo tecido muscular esquelético também já foram descritas, 

como a IL-8, que é induzida pela ação da IL-6 e atua na angiogênese (PEDERSEN et al., 2007), 

além da IL-15, que é um fator muscular que reduz a adiposidade e aumenta o conteúdo mineral 

ósseo (QUINN et al., 2009). 
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2.9  Interações na unidade osso-músculo 

As relações biomecânicas entre o tecido muscular esquelético e tecido ósseo são 

amplamente abordadas na literatura e sustentaram a discussão baseada principalmente em suas 

funções anatômicas por um longo período. Contudo, as discussões sobre a interação osso-

músculo foram atualizadas por novas descobertas, e esta nova onda de aumento no número de 

publicação nos últimos 20 anos já é considerada como um renascimento da área (Figura 3) 

(LARA-CASTILLO; JOHNSON, 2020; MAUREL; JÄHN; LARA-CASTILLO, 2017). 

 

Figura 3. Busca com o termo “musculoskeletal interaction” na plataforma PubMed em janeiro de 2022. 

 

Legenda: O gráfico demonstra o aumento no número de publicações nos últimos anos referente ao termo buscado. 

Atualização dos dados publicados por MAUREL; JÄHN; LARA-CASTILLO, 2017. 

 

Durante o período de crescimento de um organismo vertebrado, os músculos e ossos 

crescem de forma proporcional, e este fenômeno tem sido a base da teoria da interação 

biomecânica, na qual os ossos se adaptam à força muscular durante o desenvolvimento de um 

ser (SCHIESSL; FROST; JEE, 1998) e se adaptam ao longo do tempo por meio de efeitos 

desencadeados por atividades físicas, sedentarismo e doenças relacionadas a idade, como a 

osteoporose e sarcopenia, demostrando uma dependência simultânea da quantidade e qualidade 

dos tecidos ósseo e muscular (MITCHELL et al., 2012; REGINSTER et al., 2016).  

As evidências de que forças geradas pelo músculo afetam diretamente o tecido ósseo 

surgiram com estudos sobre o desenvolvimento embrionário da unidade musculoesquelética, 

nos quais camundongos com paralisia muscular intrauterina (dysgenesis) apresentaram 

alteração na diáfase de ossos longo, que adquiriram morfologia mais arredondada e com menor 

resistência à aplicação de tensões (SHARIR et al., 2011). Além disso, camundongos 

geneticamente modificados para não expressarem os genes MyoD (MyoD -/-) e MYF5 (MYF5 
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-/-), fundamentais para a formação do músculo esquelético, desenvolveram-se sem o registro 

de movimentos intrauterinos, com menor índice de mineralização dos ossos, e apresentaram 

incompatibilidade com a vida após o nascimento (GOMEZ et al., 2007). 

Os músculos induzem diferentes tipos de estímulos mecânicos nos ossos, que podem ser 

por meio de atividades isométricas, estáticas, concêntricas ou de alta intensidade. O 

ancoramento do músculo esquelético ao osso ocorre por meio de tendões e ligamentos 

localizados nos eixos de locomoção, que resulta em estruturas análogas a alavancas para 

proporcionar o movimento (AVIN et al., 2015). Sendo assim, a aplicação de forças com altas 

intensidades geradas pelos músculos são transmitidas diretamente ao osso e são descritas como 

a primeira fonte de tensão no tecido ósseo (FROST, 2000). 

Estudos clínicos realizados com jovens de ambos os sexos durante a fase de 

desenvolvimento no período pré-púbere demonstraram que o aumento da força óssea é 

precedido de um ganho representativo da massa muscular, evidenciando que o acúmulo de 

massa magra afeta positivamente a resistência óssea do adulto (JACKOWSKI et al., 2014; 

RAUCH et al., 2004)  

A teoria mecano-estática afirma que o osso adapta sua massa e arquitetura para se adequar 

às tensões sofridas em uma janela de tolerância fisiológica, e que a aplicação de forças além 

desses limites induz o aumento da massa óssea, enquanto que a sua ausência culmina na 

reabsorção da matriz óssea. Esta teoria é respaldada por estudos que descrevem o papel das 

atividades físicas no aumento da massa óssea e muscular (DUCHER et al., 2005), enquanto que 

o envelhecimento e sedentarismo contribuem para efeitos opostos (REGINSTER et al., 2016).  

A conversão de estímulos mecânicos em estímulos bioquímicos é descrita como 

mecanotransdução. Nos ossos, as principais células sensíveis a esses estímulos são os 

osteócitos, células residentes em lacunas e embebidas pela matriz óssea, que possuem 

prolongamentos citoplasmáticos delicados que atravessam os canalículos e permitem a 

comunicação celular. Os osteócitos realizam a transdução dos sinais mecânicos principalmente 

por meio de vias como ERK5 e Wnt/-catenin, que culminam na liberação de moléculas 

capazes de recrutar osteoblastos e osteoclastos para a lacuna (ARMSTRONG et al., 2007; 

COWIN, 2007; KLEIN-NULEND et al., 2013). Além disso, a mecanotransdução também tem 

sido descrita como responsável por induzir a expressão de marcadores como bone 

morphogenetic protein-2 (BMP-2), alkaline phosphatase (ALP) e type I collagen (Col1) em 

osteoblastos (LU et al., 2012). 
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A relevância da comunicação osso-músculo também é descrita em processos de reparo 

de danos ao tecido ósseo. Conforme descrito por UTVÅG et al. em 2003, o reparo de fratura 

em ossos é amplamente comprometido quando há remoção de um grande segmento do músculo 

associado, reforçando a ação de fatores de alto peso molecular liberados pelo músculo que 

contribuem para a homeostase do tecido ósseo (KAUFMAN et al., 2008; SHAH et al., 2013). 

As interações entre osso e músculo incluem diferentes níveis de comunicação, que podem 

ocorrer por meio de vias humorais sistêmicas, mas também a nível celular e molecular por vias 

bidirecionais. Dessa forma, além das interações biomecânicas, os aspectos bioquímicos da ação 

de moléculas sinalizadoras secretadas pelos dois órgãos constituem um importante fator 

regulatório para a função desses tecidos. 

 

2.10 Funções endócrinas do tecido ósseo 

Tradicionalmente descrito como um órgão com funções estruturais e de proteção 

mecânica, o tecido ósseo também é um importante reservatório de minerais como o cálcio, 

fosfato, magnésio e moléculas orgânicas como fibras de colágeno (FENG; MCDONALD, 

2011; MIZOKAMI; KAWAKUBO-YASUKOCHI; HIRATA, 2017). O tecido ósseo apesar de 

ser uma estrutura rígida, apresenta uma intensa dinâmica de remodelamento da sua estrutura, 

que ocorre por meio de dois processos: a remoção de áreas com dano por meio da atividade de 

osteoclastos e a deposição de nova matriz mineral pela ação de osteoblastos (CROCKETT et 

al., 2011; SUCHACKI et al., 2017). 

A homeostase do tecido ósseo é mantida por funções primárias de células que apresentam 

origem embrionária distinta: os osteoblastos derivam de uma linhagem mesenquimal, enquanto 

que os osteoclastos são formados a partir da linhagem hematopoiética monocitária (BOYCE, 

2013; BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003). Os osteoblastos se diferenciam terminalmente em 

osteócitos quando ficam aprisionados na matriz mineral óssea e compõem cerca de 90% do 

total de células do sistema esquelético humano (FLORENCIO-SILVA et al., 2015). Neste 

microambiente composto por osteoblastos, osteoclastos e osteócitos, ocorre a síntese e secreção 

de diversas moléculas sinalizadoras como fatores de crescimento e citocinas que podem atuar 

de forma parácrina ou endócrina (HAN et al., 2018). 

As ações parácrinas desses fatores são fundamentais para os processos de remodelamento 

da matriz mineral óssea e estão associados a outras ações, como a angiogênese através do 

vascular endothelial growth factor A (VEGFA), que é sintetizado por pré-osteoclastos e 

condrócitos, sendo um dos principais fatores que promovem a proliferação, sobrevivência e 
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migração de células endoteliais (ESHKAR-OREN et al., 2009; SIVARAJ; ADAMS, 2016). 

Outros fatores envolvidos na angiogênese também são secretados por pré-osteoclastos, como o 

Platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB), que induzem a formação de vasos do tipo H, 

encontrado próximo às placas epifisárias, e estimula a formação óssea (PENG et al., 2020). A 

Ativação de osteoclastos depende de outra molécula além do RANKL, o monocyte/macrophage 

colonystimulating factor (M-CSF), que é também secretada por osteoblastos e atua através da 

via nuclear factor activated in T cells (NFATc) (IKEDA et al., 2004). 

A compreensão dos fatores que contribuem para o desenvolvimento da esclerose, uma 

doença causada por desordem genética que afeta principalmente os ossos, permitiu identificar 

que osteócitos produzem a esclerotina através da expressão do gene Sost. A esclerose é causada 

por intenso aumento da densidade mineral óssea decorrente da ausência da expressão de Sost, 

cuja função principal é inibir a atividade de osteoblastos e formação de tecido ósseo 

(COMPTON; LEE, 2014; SAPIR-KOREN; LIVSHITS, 2014). A expressão desse gene ocorre 

após a percepção de sinais mecânicos em osteócitos, responsáveis pela transdução do sinal por 

meio da via canônica Wnt, que resulta na inibição da diferenciação de osteoblastos. A proteína 

SOST se liga aos domínios extracelulares dos receptores low-density lipoprotein receptor-

related protein 5/6 (LRP5/6), ativa a via canônica -catenina e interrompe a ativação de genes 

relacionados à produção de tecido ósseo (LI et al., 2005). 

Em relação à função endócrina, osteócitos e osteoblastos também secretam uma molécula 

da família FGF, o FGF23, que apresenta como principal função a inibição da reabsorção do 

fosfato nos túbulos renais proximais e distais, além de suprimir a produção da 1,25 

Dihidroxivitamina D3 [1,25(OH)2D3] (HAN et al., 2018). A atividade da FGF23 ocorre pela 

ligação do complexo formado pelo Fibroblast Growth Factor Receptor-1 (FGFR1) e o co-

receptor Klotho, que aumenta de forma significativa a fosforilação dos substratos do receptor 

de FGF e, consequentemente, a sua sinalização intracelular (KARSENTY; OLSON, 2016; 

URAKAWA et al., 2006). Por outro lado, os genes phosphate-regulating gene with homologies 

to endopeptidases (PHEX) e dentin matrix protein-1 (DMP1) atuam de forma antagônica ao 

FGF23, pois suprimem a sua expressão no tecido ósseo e, consequentemente, favorecem a 

reabsorção de fosfato nos túbulos renais (QUARLES, 2008). 

A osteocalcina (OCN), também conhecida como BGLPA, é uma proteína não-colagenosa 

produzida exclusivamente por osteoblasto, secretada em grandes quantidades na matriz 

extracelular dos ossos e determinante para a formação dos ossos (HAUSCHKA; LIAN; 

GALLOP, 1975; PRICE et al., 1976). A OCN é incialmente produzida como um pro-hormônio, 
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que sofre clivagem e maturação em osteoblastos pela proteína intracelular Furina (AL RIFAI 

et al., 2017). Antes da secreção, a OCN sofre uma série de três carboxilações nos resíduos de 

ácido glutâmico (GLA) no retículo endoplasmático pela ação da enzima c-glutamyl carboxylase 

(GGCX), que tem a vitamina K como um cofator (LIAN; HAUSCHKA; GALLOP, 1978). Essa 

modificação pós-traducional confere uma maior afinidade aos íons Ca+2 e cristais de 

hidroxiapatita (HAUSCHKA et al., 1989). O ambiente ácido gerado pela atividade dos 

osteoclastos (pH ~ 4.5) promove a descarboxilação da osteocalcina (GluOCN), que reduz sua 

afinidade pelos minerais da MEC e promove sua liberação na circulação, contribuindo para sua 

função endócrina como um regulador do metabolismo energético (FERRON et al., 2010). 

Sendo assim, uma importante diferença entre OCN e FGF23 é o fato de que o último é 

uma molécula secretada pelo tecido ósseo, que regula o metabolismo do fosfato, enquanto que 

a OCN apresenta inúmeras funções no metabolismo energético de tecidos como o fígado, 

pâncreas, tecido adiposo e muscular esquelético (FERRON et al., 2008; KARSENTY; OLSON, 

2016; MERA et al., 2016). 

 

2.11.  O sistema RANK-RANKL-OPG 

Os receptores da família dos fatores de necrose tumoral (Tumor necrosis factor – TNFs) 

e seus receptores associados (TNFRs) compõem a superfamília de TNFs (TNFSF), e seus 

membros são expressos em uma variedade de órgãos, tecidos e sistemas, sendo mais comum 

em células que apresentam relação com o sistema imune. Recentes estudos com TNFSF 

elucidaram interações entre células do sistema imune e outros componentes biológicos no 

controle de diversas condições patológicas (LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 2001; 

ROBINSON; BORYSENKO; BLAIR, 2007).  

Entre eles, destacam-se os trabalhos que descrevem o ligante do receptor ativador de NF-

B (RANKL), também denominado como TNF-related activation-induced cytokine 

(TRANCE), osteoclast differentiation factor (ODF) ou TNFS11 que, em conjunto com mais 

duas proteínas, forma um sistema único denominado RANK-RANKL-OPG, que é composto 

por um ligante, o RANKL, e dois receptores: o receptor ativador de NF-B (RANK ou 

TRANCER) e o receptor solúvel osteoprotegerina (OPG ou TNFSRS11B). (ANDERSON et 

al., 1997; FATA et al., 2000; SIMONET et al., 1997). 

O Tnfsf11 é o gene responsável por codificar a proteína RANKL, sendo localizado em 

humanos no cromossomo 13q14 e em uma região conservada do cromossomo 14 de murinos, 

e a sequência proteica humana e murina apresenta homologia de 83%. RANKL apresenta na 
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sua fração C-terminal extracelular o domínio de interação com o receptor (RANK e/ou OPG), 

e pode ser encontrado ligado à membrana celular ou solúvel após clivagem por 

metaloproteinases (MMP3 ou MMP7) ou ADAMs (A Desintegrin and Metalloproteinase) 

(SILVA, I.; BRANCO, 2011; WONG et al., 1997). 

O papel do sistema RANK-RANKL-OPG no metabolismo ósseo foi inicialmente 

elucidado no final da década de 1990 em estudos que descreveram a função desta tríade proteica 

na osteoclastogênese, metabolismo ósseo e desenvolvimento de glândulas mamárias. RANKL 

pode se ligar ao receptor RANK localizado na membrana celular, assim como ao receptor-isca 

OPG, que devido à sua característica solúvel e capacidade de ligação ao RANKL, é responsável 

pelo bloqueio da ativação de RANK (LACEY et al., 1998; NAKAGAWA et al., 1998). 

Após a sua formação, o complexo OPG/RANKL pode ser internalizado por meio de 

vesículas, constituindo uma forma de controle da viabilidade do OPG extracelular. Além disso, 

glicosaminoglicanos (GAGs) como heparinas, sulfato de heparina e sulfato de condroitina 

podem se ligar ao OPG através dos seus domínios de heparina e competir pela formação do 

complexo OPG/RANKL (Figura 4) (TAT et al., 2009; VEGA; MAALOUF; SAKHAEE, 

2007).  

Figura 4. Representação do processo da sinalização RANK/RANKL/OPG, internalização e degradação via 

lisossomal e proteassomal do complexo OPG/RANKL. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado TAT et al., (2009, tradução nossa). 

Legenda: A) Sinalização entre o RANKL solúvel (sRANKL) e o receptor de membrana RANK. B) Após a 

interação RANK/RANKL, há dimerização do receptor e propagação do sinal via intracelular. C) Processo de 

clivagem do RANKL ligado a membrana (mRANKL) por metaloproteinases, tornando-o solúvel. D) A 

internalização do complexo OPG/RANKL ocorre por meio de mecanismos de endocitose via clatrina, que 
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culmina com a degradação do conteúdo por vias lisossomal e/ou proteassomal. Osteoprotegerina (OPG); 

ligante do receptor do ativador de NF-B (RANKL); receptor do ativador de NF-B (RANK); 

metaloproteinases (MMPs); RANKL solúvel (sRANKL); RANKL ligado à membrana (mRANKL).  

 

 

O complexo OPG/RANKL reflete os sinais do ambiente de remodelamento ósseo, uma 

vez que uma maior proporção favorece a deposição da matriz óssea, enquanto que uma baixa 

razão sinaliza a reabsorção por osteoclastos induzida pela alta ativação RANK-RANKL. Os 

monócitos são precursores de osteoclastos presentes na medula óssea e necessitam de estímulos 

do fator de crescimento para macrófagos (M-CSF) e de RANKL para a diferenciação em 

osteoclastos maduros através da indução de fatores de transcrição como o c-fos, NFATc1/2 e 

NF-B (ROODMAN, 1999; YAMASHITA et al., 2007). 

Além da expressão local, os níveis circulantes de RANKL e OPG também controlam o 

metabolismo ósseo como demonstrado por estudos em que administração de RANKL aumenta 

a reabsorção óssea e a de OPG diminui a ativação de osteoclastos. Baseado neste mecanismo 

molecular também foi desenvolvido o Denosumab®, um anticorpo monoclonal que mimetiza 

o OPG, e é utilizado para o tratamento de osteoporose em mulheres após a menopausa 

(PAGEAU, 2009).  

Entretanto, diferente da osteocalcina, a expressão da tríade RANK-RANKL-OPG não é 

exclusiva do osso. A ativação RANK-RANKL participa no processo de ramificação e 

alveologênese de glândulas mamárias (FERNANDEZ-VALDIVIA et al., 2009), e a sinalização 

mediada por RANKL expressos principalmente na membrana de células T regula a 

sobrevivência e as atividades funcionais de células dendríticas (DCs) na ativação da tolerância 

imunológica (IZAWA et al., 2007), e RANKL expresso por queratinócitos contribui para a 

ativação de células T regulatórias (LOSER et al., 2006). O OPG é altamente expresso por 

diversas células como osteoblastos, linfócitos B, linfonodos, timo, medula óssea, além de 

pulmão, coração, fígado e outros, demonstrando origens diversificadas desse receptor que 

contribui para o balanço de ativação do sistema RANK-RANKL-OPG (BOYCE; XING, 2007; 

JOSIEN et al., 1999, 2000). 

Osteoclastos são derivados de precursores mononucleares da linhagem mielóide de 

células hematopoiéticas, que também podem originar macrófagos. E diante da observação de 

que células reguladoras do sistema imune e do metabolismo ósseo são responsivas a uma 

mesma citocina (RANKL) e apresentam progenitores semelhantes, surgiu uma nova área de 

estudos denominada osteoimunologia, responsável por avaliar as interações entre o sistema 

imune e o tecido ósseo, expandindo assim estudos sobre artrite reumatoide, osteoporose, 
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osteoartrite e mieloma múltiplo (BOYCE; XING, 2008; MIYAMOTO et al., 2001; WALSH et 

al., 2006). 

Em 2009, ISHII et al descreveu o papel da sinalização RANK-RANKL na maturação dos 

osteoclastos, células que apresentam alto consumo de ATP em função do bombeamento de 

prótons na lacuna de Howship e grande atividade de enzimas relacionadas à degradação da 

matriz mineral óssea. Assim, a atividade do sistema RANK-RANKL nessas células envolve a 

fosforilação de CREB e consequente ativação de PGC-1, de modo a aumentar a atividade 

transcricional e estimular a formação de novas mitocôndrias a fim de suprir a demanda 

energética. 

Recentemente, o nosso grupo descreveu o papel desse sistema no tecido adiposo, em que 

a ativação da via RANK-RANKL induz a diferenciação de adipócitos bege pelo processo 

descrito como browning ou escurecimento do tecido adiposo branco (MATSUO et al., 2020). 

Neste estudo, observamos que camundongos OPG-/-, que apresentam exacerbada ativação do 

eixo RANK-RANKL devido à ausência da competição por OPG, apresentavam intenso 

browning dos depósitos subcutâneo e visceral do tecido adiposo branco. Dessa forma, destaca-

se a importância dos modelos geneticamente modificados como ferramenta para observações 

surpreendentes de fenômenos biológicos, especialmente sobre a comunicação interórgãos por 

meio de moléculas secretadas de forma parácrina ou endócrina e seus possíveis impactos 

fisiológicos. 

Contudo, o camundongo OPG-/- também apresenta um esperado quadro de osteoporose 

em razão da excessiva ativação de osteoclastos. Assim, para superar a limitação do modelo 

animal geneticamente modificado, camundongos selvagens foram tratados com RANKL por 

meio de uma mini-bomba osmótica, e confirmamos sua ação no browning do tecido adiposo 

subcutâneo mesmo em doses 100x menor do que aquelas utilizadas em modelo de osteoporose 

(LESLIE et al., 2006; MATSUO et al., 2020). Interessante, o grupo tratado também apresentou 

aumento no consumo de oxigênio medido por calorimetria indireta, que indica um impacto de 

RANKL no metabolismo energético do animal (MATSUO et al., 2020).  

O tecido muscular esquelético apresenta elevados níveis de expressão do RANK e 

significativa contribuição para o metabolismo energético, possui funções endócrinas e também 

é alvo de citocinas liberadas pelo tecido ósseo, mas o efeito da sinalização RANK-RANKL em 

fibras musculares saudáveis ainda não havia sido explorado. Assim, baseado nos estudos 

recentes da literatura sobre a unidade osso-músculo e nos dados publicados pelo nosso grupo, 

a hipótese do presente trabalho é que a ativação do eixo RANK-RANKL estimula a biogênese 
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mitocondrial nas fibras musculares saudáveis e induz a conversão de fibras para o perfil com o 

metabolismo predominantemente oxidativo. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.  Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito de RANKL na biogênese mitocondrial e conversão das fibras 

musculares para o perfil oxidativo.  

 

3.2. Objetivos específicos 

 

a) Caracterizar o efeito da deleção de OPG no músculo esquelético de animais OPG+/- e 

OPG-/-; 

b) Avaliar o efeito de RANKL na expressão de marcadores mitocondriais em miotubos da 

linhagem C2C12; 

c) Investigar o papel de RANKL na ativação das vias de sinalização MAPK e CREB em 

miotubos da linhagem C2C12; 

d) Analisar a respiração celular de miotubos da linhagem C2C12 estimulados com 

RANKL; 

e) Avaliar os genes diferencialmente expressos identificados por RNA-Seq em miotubos 

da linhagem C2C12 estimulados com RANKL; 

f) Investigar o efeito do tratamento com RANKL nas taxas de respiração do músculo de 

camundongos selvagens saudáveis; 

g) Caracterizar o efeito do tratamento com RANKL na morfologia e distribuição dos tipos 

de fibras do músculo esquelético; 

h) Avaliar o efeito de RANKL em camundongos selvagens submetidos ao exercício físico 

de resistência. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. Linhagens de camundongos 

Foram utilizados camundongos machos (Mus musculus) com 8 semanas de idade da 

linhagem C57BL/6J wild-type (WT), proveniente do Biotério Geral da Prefeitura do Campus 

Administrativo da USP de Ribeirão Preto, a linhagem B6.129S4-Tnfrsf11b tm1Eac/J 

homozigoto knockout para proteína osteoprotegerina (OPG-/-) adquirida no Jackson 

Laboratories e, através do cruzamento das linhagens WT e OPG-/-, realizamos a seleção de 

animais com o genótipo heterozigoto para a expressão de osteoprotegerina (OPG+/-) para a 

formação de casais e estabelecimento da linhagem OPG+/-. Os genótipos dos animais foram 

confirmados e acompanhados regularmente através de genotipagem utilizando o kit 

REDExtract – N-AMP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os camundongos foram 

mantidos no biotério do Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes 

Patogênicos, em micro-isoladores com rack ventilada em ciclo claro/escuro de 12h, em 

temperatura ambiente de 20 ± 2°C, com ração e água ad libitum. A eutanásia dos camundongos 

foi realizada através da sobredosagem com solução anestésica de cetamina (262,5 mg/kg) 

(Syntec, Votuparim, SP, BRA) e xilazina (37,5 mg/kg) (Dopaser, Hertape Calier, Paulínea, SP, 

BRA) preparada em solução salina (PBS, phosphate buffer solution) e administrada por via 

intraperitoneal de acordo com as diretrizes da prática de eutanásia do CONCEA. O óbito foi 

confirmado pela ausência de movimentos torácicos, sinais de respiração e batimentos cardíacos. 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, seguindo as diretrizes do Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e registrado sob o número de protocolo 

0069/2020. 

 

4.2 Respiração de fibras musculares esqueléticas permeabilizadas 

Aproximadamente 6 mg do músculo sóleo foi condicionado em tampão BIOPS gelado 

(2.77 mM Cak2EGTA anhydrous, 7.23 mM K2EGTA anhydrous, Na2ATP 5.77 mM, 6.56 Mm 

MgCl2-6H2O, 20 mM Taurine, 15 mM Na2Phosphocreatine, 20 mM Imidazole, 0.5 mM 

Dithiothreitol – DTT e 0.5 mM MES) contendo saponina (0,01%) para realizar a 

permeabilização da membrana plasmática durante 20 minutos. Em seguida, os sóleos foram 

transferidos para 2 mL de solução MiR05 (0.5 mM EGTA, 3 mM MgCl2, 60 mM K-
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lactobionate, 20 mM taurine, 10 mM KH2PO4, 20 mM HEPES, 110 mM sucrose, 1 g/L albumin, 

pH 7.1) a 37 ºC sob agitação a 300 rpm. As taxas de respiração do tecido foram monitoradas 

no equipamento Oxygraph-2k (Oroboros, Innsbruk, Austria) em tempo real (Figura 5). O 

estado fosforilativo (P) foi avaliado após adição de 1 mM de ADP; em seguida, o estado não 

fosforilativo ou LEAK (L) foi determinado após adição de Oligomicina; a capacidade máxima 

de transporte de elétrons na cadeia transportadora (E) foi determinada após adição de 2 M com 

carbonylcyanide-m-chlorophenylhydrazone (CCCP) e o consumo de oxigênio residual (ROx) 

foi estabelecido após a inibição do complexo III com a adição de Antimycin A. Após a leitura 

no oxígrafo, o meio com tecido foi armazenado para posterior separação do tecido e 

quantificação de proteínas totais pelo método de Bradford, que é baseado na ligação de 

proteínas ao reagente coomassie brilliant blut G-250. A curva de calibração foi realizada com 

BSA e a absorbância medida pelo espectrofotômetro em 595 nm. Os resultados da quantificação 

foram utilizados para a normalização dos resultados e todos os dados apresentam-se após a 

subtração do valor do ROx. Os ensaios foram realizados em duplicata para cada animal. 

 

Figura 5. Representação do monitoramento em tempo real das taxas de respiração no equipamento Oxygraph-2k. 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

Legenda: As taxas de respiração são acompanhadas em tempo real, permitindo a avaliação no consumo de oxigênio 

diante dos desafios bioquímicos a qual o tecido é submetido. O estado P representa a capacidade fosforilativa 

máxima da ATP sintase após adição do ADP. O estado não-fosforilativo ou LEAK (L) é determinado após a adição 

da Oligomicina. A capacidade máxima de transporte de elétrons na cadeia transportadora é determinada após 

titulações com CCCP e determinação do estado E. Por fim, após adição de Antimicina A, obtêm-se os valores do 

consumo de oxigênio residual. A linha vermelha representa o consumo de oxigênio instantâneo do tecido e a linha 

azul informa a quantidade de oxigênio na cuba em unidades de nmol/ml.  
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4.3 Implante de mini-bombas osmóticas 

Camundongos WT com 8 semanas de idade receberam o implante subcutâneo da 

minibomba osmótica com capacidade de armazenamento de 100 l e liberação de conteúdo por 

um período de 28 dias. A inserção da minibomba (Alzet, Cupertino, CA) foi realizada na região 

dorsal após a administração de solução anestésica de cetamina (87,5 mg/kg) e xilazina (12,5 

mg/kg).  Os animais receberam um total de 1 g da proteína recombinante RANKL, que foi 

liberada de forma contínua a uma taxa de 0,11 l/hora, um equivalente a 1,8 g/kg/dia. O grupo 

controle foi submetido aos mesmos procedimentos para a implantação da minibomba osmótica 

carregada com solução veículo PBS. Foram utilizados 6 camundongos para cada grupo 

experimental. 

 

4.4 Teste de exercício físico 

Os animais foram submetidos a um período de adaptação à esteira motorizada (AVS 

Projetos Especiais®) durante 7 dias e carga de treino com duração média de 30 min com 

aumento gradual da velocidade em uma faixa entre 8 – 12 m/min sob inclinação de 19º. Após 

o período de adaptação, foi realizado o teste para identificar a velocidade máxima (Vmax) dos 

animais em uma condição anterior ao implante das minibombas osmóticas, que foram inseridas 

48h após o teste, conforme descrito no item 1.2.  

As cargas de treino foram realizadas em valores baseados em 60% da Vmax obtida no 

período anterior à cirurgia, em sessões de aproximadamente 30 min, cinco vezes por semana 

em esteira motorizada e após 6h do início do ciclo escuro seguindo as condições estabelecidas 

na Tabela 2. As sessões são divididas em períodos de aquecimento, manutenção da carga e 

desaceleração gradual e, quando necessário, foram realizados leves toques no dorso do animal 

para estimular a corrida, não sendo empregado o uso de estímulos elétricos. Foram utilizados 6 

animais por grupo. 
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Tabela 2. Condições de treinamento dos camundongos 

Tempo (min) 2 2 4 8 10 2 2 2 

Velocidade (m/min) 6 8 10 12 14 12 10 8 

 

 

4.5 Linhagem de mioblastos murinos imortalizados C2C12 

Os mioblastos murinos C2C12 foram mantidos em meio DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/ml penicilina e 100 

g/ml estreptomicina em estufa úmida a 37ºC com 5% de CO2. As células foram plaqueadas a 

uma concentração de 5x104 em placas de cultura de 35 mm e observadas até atingir cerca de 

80% de confluência. A diferenciação em miotubos foi realizada em meio DMEM suplementado 

com 2% de soro de cavalo por um período de 5 dias, com troca de meio de cultura realizada a 

cada 2 dias e documentação por imagens com auxílio da câmera Axiocam ERc 5s (ZEISS®). O 

estímulo com a proteína recombinante RANKL foi realizado a partir do 5º dia de diferenciação.  

 

4.6 Extração de RNA e síntese de cDNA 

Após o período de diferenciação e estímulo das células, o RNA foi coletado com auxílio 

do TRI-reagent® (Sigma Aldrich). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em vórtex 

e incubados à temperatura ambiente por 5 min. Em seguida, foram adicionados 1/5 do volume 

inicial de clorofórmio PA (Synth®), a amostra foi novamente homogeneizada e a separação da 

fase aquosa foi obtida após centrifugação a 18,8 XG a 4ºC por 20 min. Então, a fase aquosa foi 

separada e precipitada após adição de Isopropanol PA (Synth®), seguido de nova centrifugação 

e descarte do sobrenadante. O pellet de RNA foi lavado com etanol 70%, centrifugado e, após 

descarte do sobrenadante, seco à temperatura ambiente e então eluído em água ultrapura. A 

quantificação e qualidade do RNA foi avaliada por meio de espectrofotômetro Nanovue Plus 

(GE Healthcare Life Science, Buckinhamshire, UK), admitindo-se a relação 260/280 (índice de 

absorbância) em valores entre 1,8 e 2,1. Após a quantificação, o RNA foi submetido ao 

tratamento com DNAse I (#04536282001, Sigma Aldrich) para a remoção de eventual presença 

de DNA genômico.  
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O DNA complementar (cDNA) foi construído com concentrações de RNA ≤ 2000 ng 

por reação com o auxílio do High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystems) de acordo com as recomendações do fabricante. Ao final da síntese do cDNA, as 

amostras foram aliquotadas e quantificadas no espectrofotômetro Nanovue Plus (GE Healthcare 

Life Science, Buckinhamshire, UK), admitindo-se a relação 260/280 (índice de absorbância) 

em valores entre 1,8 e 2,1. 

 

4.7 Análise da expressão gênica por reação em cadeia da polimerase em tempo real - 

RT-qPCR 

Os níveis relativos mRNA foram calculados a partir da comparação com a normalização 

do CT em relação à expressão do mRNA do gene Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH). O método de detecção por fluorescência utilizado foi o QuantiTect SYBR® Green 

(QIAGEN), com 660 ng de cDNA para cada reação. A análise dos resultados ocorreu a partir 

do ΔΔCT (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). 

Os primers utilizados foram desenhados para regiões com anelamento entre dois éxons 

com o auxílio do software PrimerQuest Tool disponibilizado pela Integrated DNA Technology 

– IDT (https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index), seguindo os padrões descritos no 

Quadro 1. 

Quadro 1. Diretrizes para desenho dos primers. 

Temperatura de melting 58 – 62 ºC 

% GC 45 – 55 % 

Tamanho do primer 19 – 25 pb 

Tamanho do amplicon 90 – 120 pb 

Fonte: IDT (https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). 

Legenda: pares de base (pb); guanina e citosina (GC). 

 

As sequências-alvo dos genes foram reconhecidas com o auxílio da biblioteca gênica 

do PubMed e a especificidade do primer foi avaliada através da ferramenta Blast 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). A sequência dos primers utilizados estão descritas na 

Tabela 3.  
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Tabela 3. Sequência dos primers utilizados no estudo. 

Gene Forward (5’ – 3’) Reverse (5’ – 3’) 

ATP synthase CTGTGTCTGCCTCCCTCC CAGGAAGGCTGCTTAGATGG 

Citrate 

synthase 

CAACATGGGAAGACAGTGG GTGAGGATCAAGAACCGAAG 

Mfn-2 ATGTTACCACGGAGCTGGAC AACTGCTTCTCCGTCTGCA 

Opa-1 CAGGAGAAGTAGACTGTGTC TGTGACTTTATTTTGCACGG 

Nrf-1 TGCCCAAGTGAATTACTCTGC TCGTCTGGATGGTCATTTCAC 

Pgc-1 GCTATGGTTTCATCACCTACC GTACAGCTCGAAGTCAGTTTC 

FNDC5 GGACTCTTGGAAAACACCACTG TCCACACAGATGATCTCACCAC 

TNF- CCTATGTCTCAGCCTCTTCT GGGAACTTCTCATCCCTTTG 

Atrogin AAGCAAGGAAGGAAGGAAAG GGCTGAGGACATGTGAAAG 

MuRF-1 GTGGGTTTGGAGACAAAGA CTCCATAGCGTTTCCATCAG 

PTP-RG GAATGAGGACGAGAAGGAGAAG ATTGTCTGGCTGAAGTCACTC 

Gapdh AACGGATTTGGCCGTATTG GTGGTGGAAGACACCAGTAGA 

 

4.8 Análise da expressão proteica por Western Blotting 

O lisado celular foi coletado em 100 µL do tampão de lise RIPA – 40 mM (Tris-HCl – 

50 mM; NaCl - 150 mM; NP40 – 10%; Deoxicolato de sódio – 10%; SDS 10%). Em seguida, 

foram realizadas etapas de agitação e centrifugação a 13,8 XG por 5 min com posterior coleta 

do sobrenadante onde estão localizadas as proteínas. A quantificação total das proteínas foi 

realizada com DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories®) seguindo as instruções do fabricante. 

Quantidades equivalentes de proteínas (40 µg de cada amostra) foram submetidas à eletroforese 

utilizando o gel SDS-PAGE – 10% (SDS – sodium dodecyl sulfate e PAGE – poliacrilamida) 

em separação induzida por amperagem de 35 mA em tampão de corrida (TRIS – 0,125M; 

Glicina 0,96M e SDS – 5%). A transferência para membranas PVDF de 0,2 µm (Immun-Blot, 

Bio Rad®) ocorreu overnight a 25 V em Tampão de Transferência (Glicina – 0,19M; TRIS – 25 

mM; Metanol – 15%). As membranas foram bloqueadas com albumina sérica bovina (BSA – 
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5%) e então os anticorpos primários foram incubados a 4ºC overnight. As incubações foram 

realizadas com os anticorpos anti-PPAR (#2453 - Cell Signaling Technology), phopho-ERK 

(#9101 - Cell Signaling Technology), total ERK (#4695 - Cell Signaling Technology), 

phospho-CREB (#9198 - Cell Signaling Technology), total CREB (#9197 - Cell Signaling 

Technology), phopho-p38 (#4631 - Cell Signaling Technology) e total p38 (#9212 - Cell 

Signaling Technology) diluídos em uma razão de 1:1000 em solução de bloqueio ou com o 

anticorpo mouse anti--actin (ab8226 - Abcam) diluído na razão 1:10.000 em solução de 

bloqueio incubado nas mesmas condições. Foram utilizados os anticorpos secundários 

conjugados à peroxidase - horseradish peroxidase (HRP)-conjugated sheep anti-rabbit IgG 

(#7076 - Cell Signaling Technology) ou anti-mouse IgG HRP-linker (#7074 – Cell Signaling 

Technology) diluídos a uma concentração de 1:5000 e incubados a temperatura ambiente por 

1h. A aquisição das imagens ocorreu após aplicação da solução Pierce™ ECL western blot 

substrate (32106) e exposição da membrana no fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (GE 

Healthcare). Os resultados foram realizados em triplicata biológica. 

 

4.9 Ensaio de respiração celular em miotubos da linhagem C2C12 

A taxa de consumo de oxigênio (OCR) foi quantificada em amostras de miotubos 

derivados de C1C12 com o auxílio do kit Seahorse XFe96 Extracellular Flux Analyzer (Agilent 

Technologies). As células foram plaqueadas a uma concentração de 1x104 em microplacas de 

96 poços e diferenciadas em miotubos conforme descrito anteriormente. O ensaio de respiração 

celular foi realizado em meio basal do Seahorse, suplementado com 10 mM de glicose, 1 mM 

de piruvato de sódio e 2 mM de glutamina, e a placa foi incubada a 37ºC em ambiente sem CO2 

durante 1h antes da avaliação de OCR. O mesmo meio foi utilizado como veículo para a adição 

dos componentes do kit. As células foram desafiadas com a injeção sequencial de oligomicina 

(1,5 M), carbonil cianida 4-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP: 1,5 M) e antimicina A + 

rotenona (0,5 M). Todas as células foram submetidas ao mesmo protocolo: homogeneização 

(3 min) e leitura (3 min) por três vezes consecutivas. Os dados gerados foram normalizados de 

acordo com a quantidade de proteínas de cada poço após a conclusão do experimento. Os 

ensaios foram realizados em triplicata biológica. 
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4.10 Análises histológicas 

Os músculos gastrocnêmio e sóleo foram dissecados de forma integral e congelado em 

isopentano resfriado em nitrogênio líquido (GOUSPILLOU et al., 2014). Cortes seriados de 10 

m foram realizados em criostato a -22ºC e montados em lâminas silanizadas. Após, foram 

submetidos à coloração com Hematoxilina e Eosina (H&E). As imagens foram obtidas através 

do microscópio Scanscope (Olympus BX61VS). A área da secção transversal foi quantificada 

com o auxílio do programa Fiji (ImageJ). 

 

4.11 Ensaio de coloração por atividade enzimática da Succinil Desidrogenase (SDH) 

A detecção da SDH (succinyl dehydrogenase) foi realizada em cortes transversais (10 

m) da porção media do ventre do gastrocnêmio feitas em criostato a -20ºC. Os cortes foram 

incubados com solução contendo tampão fosfato 0.2 M, pH 7.6, succinato de sódio 0.2 M e 

nitroblue tetrazolium 1.2 mM (NBT, Sigma-Aldrich®) a 37ºC por 60 min, lavados com água 

deionizada por 1 min e montadas em glicerol. Imagens foram adquiridas com auxílio do 

microscópio de campo claro Olympus BX61 acoplado ao sistema VS120. Imagens foram salvas 

em formato TIFF (8 bit) e calibradas com escala de densidade (OD) utilizando o software 

ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD) (BOSUTTI et al., 2016). A coloração de 

SDH foi calculada como a densidade óptica média. O dado por animal representa a média da 

quantificação da OD de 30 campos na porção vermelha do gastrocnêmio (n = 6). 

 

4.12  Imunofluorescência das cadeias de miosina no tecido muscular esquelético  

As análises da imunomarcação dos diferentes tipos da cadeia pesada da miosina foram 

realizadas em cortes de 10 m em criostatos com amostras dos músculos gastrocnêmio e sóleo. 

O processamento das amostras foi realizado conforme descrito anteriormente (GOUSPILLOU 

et al., 2014). Para imunofluorescência, o gastrocnêmio e sóleo foram dissecados e congelados 

em isopentano resfriado com nitrogênio líquido. Cortes seriados foram submetidos à 

imunodetecção conforme descrito previamente (GOODMAN et al., 2011). Em resumo, as 

amostras cortadas em criostato foram fixadas em acetona 20º por 10 min, e reidratadas com 

PBS (pH 7.2) por 15 min, incubadas por 30 min em PBS com 0.5% Triton X-100. O bloqueio 

antigênico foi feito com BSA (5% em PBS) por 1h seguida de incubação com os seguintes 
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anticorpos primários: mouse IgG2b monoclonal anti-MHC type I (BA-F8, 1:25), mouse IgG1 

monoclonal anti-MHC type IIa (SC-71, 1:200), mouse IgM monoclonal anti-MHC type Iib (BF-

F3, 1:200) e rabbit IgG polyclonal anti-laminin (Sigma L9393. 1:750). Todos os anticorpos 

primários para detectar MHCs foram comprados da empresa The Developmental Studies 

Hybridoma Bank (DSHB, University of Iowa, IA). Após lavagens com PBS, os cortes foram 

incubados por 1h com os respectivos anticorpos secundários: Alexa Fluor 350 goat anti-mouse 

IgG2b (y2b) (Invitrogen, A-21140, 1:500), Alexa Fluor 594 goat anti-mouse IgG1 (y1) 

(Invitrogen, A-21125, 1:100), Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgM (Invitrogen, A-21042, 

1:500) e Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen, A-11008, 1:500). Todos os 

anticorpos primários específicos para identificação das cadeias de miosina pesada foram 

adquiridos no Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB, University of Iowa, IA). As 

imagens foram analisadas e quantificadas com o auxílio do software Fiji (ImageJ). 

 

4.13  Microscopia eletrônica de transmissão  

O gastrocnêmio dos animais foi isolado e imediatamente fixado em solução formada 

por glutaraldeído (2,5%), 2% de paraformaldeído em tampão cacodilato de sódio 0.1M por um 

período de 4h. Em seguida, as amostras foram transferidas para o tampão de cacodilato de sódio 

(pH 7,4) e incubado overnight a 4ºC (MORROW et al., 2017). Os tecidos foram pós-fixados 

em tetróxido de ósmio em tampão cacodilato de sódio 0,1M (pH 7,4) e, em seguida, 

contrastados em bloco com 1% de acetato de uranila. As amostras foram submetidas a cortes 

de 70nm em ultramicrótomo. As imagens foram adquiridas com o auxílio do microscópio 

eletrônico JEM-100CXII (JEOL, Peabody, MA, USA). 

 

4.14 Extração de DNA total e Análise da taxa mtDNA/nDNA  

A análise da razão mtDNA/nDNA (DNA mitocondrial/DNA nuclear) foi realizada 

através da quantificação do número de cópias de mtDNA em comparação com a quantidade de 

nDNA de acordo com o protocolo descrito anteriormente (QUIRÓS; MOTTIS; AUWERX, 

2016). Após a diferenciação dos mioblastos em miotubos, o DNA total das células foi coletado 

em 600 µl de tampão de lise (NaCl – 3M, EDTA -0,5 M, SDS 20%, Tris-HCl – 1M) 

suplementado com proteinase K e posterior incubação a 55ºC por 3h. RNAse A (100 µg/ml) foi 
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adicionada para isolar o DNA. Após incubação a 37ºC por 30 min, as amostras foram 

complementadas com 250 µl de acetato de amônio (7.5 M) e 600 µl de isopropanol, 

centrifugadas para formação de pellet, que foi ressuspendido em 100 µl de tampão Tris-EDTA 

para quantificação. Em seguida, o DNA total foi submetido a qPCR com método de detecção 

por fluorescência QuantiTect SYBR® Green (Qiagen®) para a análise da expressão dos genes 

16S e GAPDH. A sequência dos primers utilizados está descrita na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Sequência dos primers utilizados para a quantificação da razão mtDNA/nDNA. 

Gene Forward (5’ – 3’) Reverse (5’ – 3’) 

Gapdh AACGGATTTGGCCGTATTG GTGGTGGAAGACACCAGTAGA 

mtDNA ND1 CTAGCAGAAACAAACCGGGC CCGGCTGCGTATTCTACGTT 

 

4.15 Imunofluorescência em miotubos derivados da linhagem C2C12 

A marcação de mitocôndrias foi realizada com o auxílio da sonda Mitotracker®Red 

CMXRos (M7512, Invitrogen), O ensaio foi realizado em miotubos da linhagem C2C12 

cultivados em placas de 24 poços sobre lamínulas de vidro de 13 mm. A sonda foi adicionada 

em meio DMEM livre de SFB pré-aquecido a 37ºC em concentração final de 50 nM e incubadas 

por 30 min em ambiente protegido da luz. Em seguida, o meio com a sonda foi retirado e os 

poços lavados duas vezes com PBS 1X e, então, as células foram fixadas por 15 min com 

paraformaldeído (4%) preparado em PBS 1X. Após a fixação, realizou-se mais uma etapa de 

lavagem e adição de DAPI (1:5000 preparado em solução de BSA 5%) por um período de 10 

min. Após a marcação dos núcleos, foi realizada uma última etapa de lavagem e montagem das 

lâminas com auxílio do ProLong™ Gold Antifade Mountant – Thermo Fisher. As imagens 

foram adquiridas com o microscópio Leica CTR 6000 (Leica Microsystems) e quantificadas 

com o programa Fiji (ImageJ). 

 

4.16 Transfecção e ensaio de Luciferase 

Mioblastos da linhagem C2C12 foram semeados em placas de cultura de 35 mm e, após 

atingir cerca de 80% de confluência, foram transfectados com 2 g/ml de Lipofectamine® 2000 
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e 5 g do plasmídeo pPPRE X3-TK-luc (#1015, Addgene). A atividade de luciferase foi 

quantificada de acordo com as instruções do fabricante (Promega®). As células foram coletadas 

em tampão de lise, a concentração proteica foi quantificada com o auxílio do kit DC Protein 

Assay (Bio-Rad Laboratories®) e a quantidade equivalente entre as amostras foi utilizada para 

normalização. As proteínas foram incubadas com a luciferina para avaliar a atividade de 

bioluminescência da luciferase, que foi medida em uma placa de 96 poços e os dados avaliados 

em contagem por segundo (CPS) no equipamento VICTOR Multilabel Plate Reader 

(PerkinElmer®). 

 

4.17 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Após a administração da solução anestésica composta por cetamina (87,5 mg/kg) e 

xilazina (12,5 mg/kg), os animais foram submetidos à punção cardíaca para a coleta do sangue 

total. As amostras foram centrifugadas a 10 000 g por 10 min a 25ºC e o soro foi transferido 

para um novo tubo. A quantificação dos níveis de proteínas séricas foi realizada com os kits 

mouse TRANCE/RANKL/TNFSF11 ELISA (MTR00, R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA), Osteoprotegerin/TNFRSF11B ELISA (MOP00, R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA), mouse IL-1 ELISA kit (R&D systems – MLB00C), mouse IL-6 ELISA kit (R&D 

systems – M6000B) e Irisina (Mouse Irisin/FNDC5 ELISA Kit – NBP3-08118, Novus 

Biologicals). Todos os ensaios foram realizados de acordo com as instruções do fabricante. 

 

4.18 Análise do RNA-Seq 

Os miotubos da linhagem C2C12 foram cultivados conforme o item 4.5. Após a extração 

do RNA, as amostras foram enviadas para o Instituto de Pesquisa do Câncer, Guarapuava, 

Paraná. A biblioteca foi preparada utilizando o Illumina Stranded mRNA Sample Preparation 

Kit, de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante. O RNA extraído foi quantificado 

utilizando o Qubit assays (Life Technologies, USA) e quantificado para garantir a concentração 

de RNA necessária (500 ng). Em seguida, foi realizada a seleção e fragmentação do mRNA 

polyA, síntese da primeira e segunda fita, adenilação das extremidades 3’ e ligação do 

adaptador. Cada biblioteca foi submetida a 15 ciclos de amplificação por PCR, e o tamanho e 

distribuição foram examinados com o auxílio do Agilent Tapestation (Agilent Technologies, 

Inc.) utilizando o D1000 ScreenTape. Todas as bibliotecas apresentaram bandas entre 200-500 

pb com picos de aproximadamente 330pb. As bibliotecas foram quantificadas com auxílio do 
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Qubit 2.0 Fluorometer (Life Technologies, Inc.) e preparadas a uma concentração de 2.3 nM 

com 15 bibliotecas agrupadas e sequenciadas no sistema de sequenciamento Illumina NovaSeq 

Sequencing com leituras de 150 pb de extremidade pareada. 

Os arquivos bcl foram gerados em sequência e convertidos a fastq utilizando o software 

bcl2fastq (v2.20.0.422). Baseado nos arquivos fastq, foi realizado a análise da qualidade dos 

dados utilizando o FastQC, seguido do alinhamento e mapeamento das leituras e sua 

comparação com genomas de referência (GRCm38.101) e contagem utilizando o RSEM 

software (v1.3.1) e, finalmente a classificação dos arquivos com o auxílio da ferramenta 

samtools (v1.11). Todas as contagens individuais das amostras foram agregadas, criando uma 

matriz única de leitura. A análise da expressão diferencial foi realizada utilizando o DESeq2 

package (v1.30.1) e o enriquecimento funcional foi realizado utilizando o clusterProfiler 

package (v.3.18.1). Os gráficos foram gerados utilizando o ggplot2 (v3.3.3) e ComplexHeatmap 

packages(2.6.2) no R (v.4.0.5). 

Todas as leituras foram normalizadas e analizadas utilizando o software DESeq2 package 

para análise da expressão diferencial no programa R (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). Todos 

os grupos tratados (C2C12+RANKL) e os grupos controles (C2C12) contêm três amostras 

independentes. Os genes que não apresentaram contagem em todas as amostras foram 

excluídos. Os genes diferencialmente expressos (DEGs) foram selecionados baseados no FDR 

<0.01 e no log2 FC>0.05. 

 

4.19 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 7.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A significância estatística foi determinada pelo 

teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste Bonferroni. E o t-Student foi utilizado para 

análises com apenas dois grupos. Os valores de p menores que 0.05 foram considerados 

estatisticamente significativos. Os dados representam experimentos realizados em triplicata 

biológica e triplicata técnica independentes. Os resultados representam a média dos três 

eventos. 
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5  RESULTADOS 

 

5.1. O efeito de RANKL circulante no consumo de oxigênio no tecido muscular 

esquelético. 

Camundongos OPG-/- apresentam osteoporose causada pela exacerbada ativação da 

sinalização RANK-RANKL (BUCAY et al., 1998), que estimula a reabsorção óssea e formação 

de novas mitocôndrias em osteoclastos (ISHII et al., 2009). Recentemente, relatamos que estes 

animais também apresentam intenso browning do tecido adiposo branco nos depósitos 

subcutâneos e visceral, e que a sinalização RANK-RANKL estimula o aumento do retículo 

mitocondrial em adipócitos bege (MATSUO et al., 2020). Assim, modelos animais 

geneticamente modificados são uma ferramenta importante para observações de fenômenos 

biológicos que ainda não foram explorados ou são inesperados naquele contexto, especialmente 

em estudos de moléculas com ação sistêmica. 

Embora a sinalização RANK-RANKL-OPG seja fundamental para a homeostase do 

tecido ósseo, seu papel no tecido muscular esquelético saudável ainda não foi elucidado. Assim, 

avaliamos em camundongos o efeito da deleção parcial (OPG+/-) ou total (OPG-/-) da expressão 

da proteína OPG no músculo esquelético.  

Os grupos OPG+/- e OPG-/- apresentaram elevados níveis de RANKL circulante em 

comparação ao grupo WT (Figura 6A), e o nível de OPG circulante reduz significativamente 

no grupo OPG+/- em relação ao grupo WT (Figura 6B). Os sóleos de camundongos OPG+/- e 

OPG-/- apresentaram aumento no consumo de oxigênio no estado de fosforilação oxidativa 

(State P), associado ao conteúdo mitocondrial, no estado com vazamento de prótons (Leak), 

relacionado com atividade de proteínas desacopladoras da matriz mitocondrial (UCP) e, 

também, no estado E (State E), que representa a capacidade máxima de transferência de elétrons 

da cadeia transportadora mitocondrial desacoplada mediante a titulação com FCCP quando 

comparados ao sóleo de camundongos WT. Ainda, o sóleo de animais OPG-/- apresentou taxas 

de consumo de oxigênio ainda maiores quando comparado grupo OPG+/-, o que pode indicar o 

efeito do aumento de RANKL circulante na capacidade de respiração muscular (Figura 6C).  
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Figura 6. Análise do impacto da hiperativação do eixo RANK-RANKL no consumo de oxigênio do tecido 

muscular esquelético. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Análise dos níveis séricos da proteína RANKL em animais WT, OPG+/- e OPG-/- e taxas de consumo de 

oxigênio do sóleo desses animais. A) Níveis séricos de RANKL em animais WT, OPG+/- e OPG-/-. B) Valores da 

proteína OPG circulante em animais WT e OPG+/-. C) Consumo de oxigênio no estado fosforilativo (State P), no 

estado de vazamento de prótons (L, Leak), e consumo de oxigênio no estado de fluxo máximo desacoplado 

induzido por CCCP (E). Análise estatística realizada pelo Test t não pareado para comparações entre os grupos. 

(*p<0.05; **p<0.001) e Teste One Way ANOVA seguido pelo teste de comparações múltiplas Bonferroni. * p < 

0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0001. 
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5.2. Efeito da sinalização de RANKL na expressão de marcadores mitocondriais em 

miotubos in vitro derivados da linhagem murina C2C12 

Diante das evidências de que camundongos que apresentam a deleção parcial ou total de 

OPG apresentam maiores taxas de consumo de oxigênio em relação a animais selvagens, e que 

a via de sinalização RANK-RANKL está possivelmente envolvida no aumento do conteúdo 

mitocondrial no tecido muscular esquelético, decidimos avaliar o impacto da ativação dessa 

sinalização in vitro utilizando miotubos derivados da linhagem murina C2C12. 

O estímulo com a proteína recombinante RANKL induziu o aumento na expressão gênica 

de marcadores de fusão mitocondrial, como MFN-2 e OPA-1, de enzimas envolvidas no 

metabolismo oxidativo como a citrato sintase e ATP sintase, além da maior expressão do 

mRNA de FNDC5, que tem seus níveis de expressão elevados no músculo esquelético de 

camundongos e humanos após a realização de atividades físicas (NOVELLE et al., 2013) 

(Figura 7A).  

Apesar do receptor RANK ser descrito como ativador de NF-B, os miotubos estimulados 

com RANKL por um período de 24h não apresentaram aumento na expressão de marcadores 

envolvidos em respostas inflamatórias ou degeneração muscular como o PTPRG, TNF-, 

MuRF1 e Atrogina (Figura 7B). 

 

Figura 7. Análise da expressão gênica de marcadores mitocondriais, inflamatórios e de atrofia em miotubos 

estimulados com RANKL. 
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Legenda: Análise quantitativa da expressão gênica de marcadores mitocondriais em miotubos da linhagem C2C12 

estimulados com RANKL por um período de 24h. A) Houve aumento na expressão dos genes MFN-2, OPA-1, 

NRF1, Citrato sintase, ATP sintase e FNDC5, mas não houve indução da expressão de marcadores pró-

inflamatórios e de atrofia em miotubos (B). Análise estatística realizada pelo Test t não pareado para comparações 

entre os grupos. (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).  

 

O funcionamento das mitocôndrias está diretamente regulado pela atividade nuclear em 

um processo descrito como “regulação anterógrada”, que pode desencadear o aumento ou 

redução na atividade e biogênese mitocondrial de acordo com a necessidade celular. Além 

disso, essas organelas também desencadeiam a “sinalização retrógrada”, na qual há o envio de 

sinais enviados para o núcleo que alteram a expressão de genes celulares, como os da família 

de PPAR, e modificam a função e metabolismo celular e, desta maneira, forma o sistema de 

comunicação mitonuclear (QUIRÓS; MOTTIS; AUWERX, 2016). 

Sendo assim, para avaliar se a sinalização RANK-RANKL culmina na ativação dos 

receptores da família dos PPAR, realizamos a transfecção de mioblastos da linhagem C2C12 

com plasmídeo pPPRE X3-TK-luc, no qual a expressão de luciferase é dirigida pela ativação 

do Elemento Responsivo a PPAR (PPRE) presente na região promotora. Após a diferenciação 

em miotubos, as células foram estimuladas com RANKL por 24h e, após a coleta do material, 

detectamos um aumento na atividade de luciferase nas células estimuladas, o que indica que 

RANKL sinaliza para a ativação de fatores de transcrição da família dos PPARs (Figura 8). 
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Figura 8. Ensaio de luciferase para detecção da ativação de elementos responsivos a PPAR (PPRE) em miotubos 

da linhagem C2C12. 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Análise quantitativa da atividade de luciferase (count per second) em miotubos da linhagem C2C12. 

Observa-se que o grupo estimulado com RANKL por 24h apresenta um aumento na detecção da atividade de 

luciferase. Análise estatística realizada pelo Test t não pareado para comparações entre os grupos (*p<0.05). 

 

A ativação do PPRE em miotubos pode aumentar a expressão gênica de PGC-1, um dos 

principais fatores de transcrição envolvidos na biogênese mitocondrial. Identificamos por RT-

qPCR que após 3h de estímulo com RANKL, há um aumento expressivo na detecção do mRNA 

de PGC-1 (Figura 9). 

 

Figura 9. Análise da expressão gênica de PGC-1 em miotubos derivados da linhagem C2C12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Análise quantitativa da expressão gênica de PGC-1 em miotubos da linhagem C2C12 após 3h de 

estímulo com RANKL. Análise estatística realizada pelo Test t não pareado para comparações entre os grupos. 

(*p<0.05). 

 

 

A incubação de miotubos com a sonda fluorescente MitoTracker® também revelou um 

alto conteúdo mitocondrial nas células estimuladas com RANKL por 24h em relação ao grupo 

controle (Figura 10). 
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Figura 10. Análise do conteúdo mitocondrial através da marcação com a sonda fluorescente Mitotracker®. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Marcação de mitocôndrias viáveis em miotubos da linhagem C2C12 estimulados com RANKL por 24h. 

A) Imagens representativas de miotubos da linhagem C2C12 marcados com a sonda fluorescente Mitotracker®. B) 

Análise quantitativa das imagens obtidas em microscópio de fluorescência, pelo método threshold utilizando o 

software ImageJ. Os valores foram normalizados pelo número de células. A análise estatística foi realizada através 

do Test t não-paramétrico (****p<0.0001). 

 

 

Além de aumentar o conteúdo mitocondrial, o estímulo com RANKL também induziu o 

aumento na razão de DNA mitocondrial em relação ao DNA nuclear (mtDNA/nDNA), que 

sugere a ação do eixo RANK-RANKL na biogênese mitocondrial (Figura 11). 
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Figura 11. Análise da expressão relativa de mtDNA/nDNA em miotubos estimulados com RANKL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Quantificação relativa dos níveis de mtDNA em razão da expressão de GAPDH em miotubos derivados 

da linhagem C2C12 e estimulados com RANKL por 24h. A análise estatística foi realizada através do Test t não-

paramétrico (****p<0.0001).  

 

5.3. Análise da ativação do eixo MAPK e CREB em mioblastos da linhagem C2C12 

Após a observação de que o estímulo com RANKL aumenta a expressão de marcadores 

e conteúdo mitocondrial em miotubos, avaliamos se RANKL ativa as vias clássicas envolvidas 

no metabolismo e biogênese mitocondrial do tecido muscular, como as vias das MAPK, ERK 

e p38, que contribuem para a adaptação do tecido muscular a estímulos como o exercício físico 

e conversão de fibras musculares para um perfil mais oxidativo (RANEY et al., 2005; 

TURCOTTE; RANEY; TODD, 2005), e a via de CREB, que é descrita em respostas de 

biogênese mitocondrial em osteoclastos (ISHII et al., 2009). 

O estímulo com RANKL induziu a fosforilação das proteínas da via de ERK, p38 e 

CREB, possivelmente reforçando os sinais de biogênese mitocondrial e mudanças metabólicas 

para um perfil com maior capacidade oxidativa (Figura 12).  
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Figura 12. Análise da ativação do eixo MAPK-ERK e CREB em miotubos da linhagem C2C12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Avaliação da ativação das vias de ERK, p38 e CREB através do western blot em miotubos estimulados 

com RANKL em intervalos de até 60 min. A) Análise da ativação de ERK através da detecção da fosforilação (p-

ERK) em miotubos estimulados com RANKL, assim como é possível observar a ativação da via de p38 por meio 

da detecção de p-p38 (B) e um padrão de intensa fosforilação da via de CREB (p-CREB) no intervalo de até 30 

min após o estímulo com RANKL (C), que confirma a participação destas vias na sinalização do eixo RANK-

RANKL.  
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5.4. Efeito da sinalização do eixo RANK-RANKL na respiração celular em miotubos da 

linhagem C2C12 

Diante do efeito de RANKL em aumentar a expressão de marcadores da biogênese 

mitocondrial e ativar vias descritas na adaptação do metabolismo oxidativo, avaliamos seu 

efeito na taxa de consumo de oxigênio dos miotubos da linhagem C2C12 através de 

quantificações pelo equipamento Seahorse XFe96 Extracellular Flux Analyzer (Agilent 

Technologies). 

De acordo com a ilustração na Figura 13, a primeira análise realizada é a taxa de 

respiração basal, que demonstra a demanda energética das células na ausência de estresse 

metabólico. Em seguida, ocorre a injeção de Oligomicina, que inibe a porção F0 da ATP sintase 

(complexo V da cadeia transportadora de elétrons - CTE), que reduz a taxa de respiração 

mitocondrial e permite avaliar a proporção da taxa de consumo de oxigênio na respiração basal 

que é utilizada na atividade da ATP sintase. Em seguida, adiciona-se o FCCP, que induz o 

colapso do gradiente de prótons, desfaz o potencial da membrana mitocondrial, retira a inibição 

do fluxo de elétrons através da CTE e, dessa forma, permite avaliar o nível máximo de consumo 

de oxigênio e a taxa respiratória de reserva (spare). Na terceira e última etapa, ocorre a injeção 

da mistura de Rotenona (inibidor do complexo I) e Antimicina (inibidor do complexo III), que 

interrompe de forma irreversível a respiração mitocondrial (DIVAKARUNI et al., 2014). 

Figura 13. Análise do padrão de respostas do kit XF Cell Mito Stress – Agilent. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Agilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit (User Guide Kit 103015-100) 

Legenda: Série de etapas de acordo com o padrão do kit para avaliar função mitocondrial da Agilent Seahorse XF 

Cell Mito Stress. 
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As células estimuladas com RANKL apresentaram uma maior capacidade respiratória 

de reserva (spare), que é calculada a partir da diferença entre a capacidade de respiração 

máxima e a taxa de respiração basal (Figura 14), e uma das formas de avaliar o potencial de 

adaptação da resposta metabólica diante do aumento de demanda energética celular 

(NICHOLLS et al., 2010). 

Figura 14. Análise das taxas de consumo de oxigênio em miotubos derivados da linhagem C2C12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Fluxo de consumo de oxigênio em miotubos derivados da linhagem C2C12 controle e estimulados com 

RANKL. Aferições realizadas em triplicata no estado basal (basal) e após adições sequenciais de Oligomicina, 

FCCP e mix contendo Antimicina A e Rotenona (A). As análises demonstraram que as células estimuladas com 

RANKL apresentaram maior capacidade de reserva respiratória (B). A análise estatística foi realizada através do 

Test t não-paramétrico (*p<0.05). 
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Dessa forma, esse conjunto de resultados demonstra que o estímulo com RANKL 

aumenta a capacidade bioenergética mitocondrial in vitro em miotubos derivados da linhagem 

C2C12 através do aumento da expressão de marcadores mitocondriais, sinalização de vias 

envolvidas na adaptação metabólica e no maior consumo de oxigênio. 

 

5.5. Análise do RNA-Seq em miotubos derivados da linhagem C2C12  

As respostas moleculares da sinalização do eixo RANK-RANKL também foram 

analisadas com maiores detalhes através do sequenciamento de mRNA (RNA-Seq). As análises 

demonstraram 68 genes diferencialmente expressos no grupo estimulado com RANKL, dos 

quais foram selecionados os 50 genes com maior taxa de aumento de expressão para análises 

funcionais (Figuras 15A e 15B). A análise do enriquecimento funcional demonstrou aumento 

significativo nas vias de sinalização ERK, assim como e em outras vias envolvidas na 

reorganização da estrutura da matriz extracelular, em sinalizações do controle da homeostase 

do cálcio e fatores de crescimento do endotélio vascular (Figuras 15C) e na expressão dos 

genes Ccl2, Ccl5 e MMP9 (Figura 15D).  

 

Figura 15. Análise dos genes diferencialmente expressos entre miotubos da linhagem C2C12 controle e 

estimulados com RANKL. 
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Legenda: A) Gráfico Volcano das amostras obtidas do RNA-Seq de miotubos derivados da linhagem C2C12 

estimulados com RANKL B) Heatmap representando os 50 genes com maior intensidade de expressão diferencial 

entre os grupos controle e estimulado com RANKL. C) Vias que apresentaram enriquecimento funcional em 

miotubos estimulados com RANKL. D) Heatmap representando as principais vias de sinalização ativadas pelos 

genes mais expressos em miotubos da linhagem C2C12 estimulados com RANKL. 

 

Dessa forma, os resultados do RNA-Seq corroboram os achados descritos nas seções 

anteriores e destacam o potencial de RANKL na ativação de vias de sinalização envolvidas na 

biogênese mitocondrial e reorganização da matriz extracelular do tecido muscular esquelético, 

fundamentais para a adaptação do músculo frente a aumento da demanda energética, 

especialmente através da via de ERK, que é descrita como fundamental para a adaptação do 

metabolismo de lipídios e conversão de fibras do músculo esquelético para o perfil metabólico 

predominantemente oxidativo (BOYER et al., 2019; TURCOTTE; RANEY; TODD, 2005). 

 

5.6. A ativação de RANK-RANKL aumenta o consumo de oxigênio e induz o perfil de 

fibras oxidativas no músculo esquelético 

Para avaliar o efeito de RANKL no tecido muscular esquelético in vivo e comprovar a 

relevância fisiológica dos achados obtidos na linhagem celular C2C12, realizamos a infusão da 

proteína RANKL recombinante através de minibombas osmóticas (pump), que permite a 

liberação contínua da proteína na região subcutânea dorsal. Ao utilizar camundongos WT, o 
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experimento também exclui interferências não identificadas do background genético dos 

camundongos OPG+/- e OPG-/- na análise do efeito de RANKL. A pump permite a liberação de 

0,11l/h da solução controle (PBS) e solução de RANKL durante o período de 28 dias, 

totalizando a infusão de 1 g da proteína RANKL. Durante esse período, observamos que não 

houve diferença no ganho de peso e ingestão calórica desses animais (Figura 16).  

Figura 16. Análise do ganho de peso e ingestão calórica nos camundongos ao longo de 28 dias com a implantação 

da mimibomba osmótica (pump). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A infusão de baixas doses de RANKL através da minibomba osmótica durante o período de 28 dias não 

altera o ganho de peso (A) e a ingestão calórica dos camundongos (B). As comparações entre os dois grupos foram 

realizadas por meio do Test t não-pareado.  

As taxas respiratórias do sóleo foram avaliadas ex vivo com o auxílio do Oxygraph-2k 

(Oroboros Instrument, Innsbruck, Austria). Este músculo foi escolhido por causa da sua relativa 

homogeneidade nos tipos de fibras musculares, o que permite maior uniformidade 

experimental, pois o uso de músculos com maior diversidade na composição de fibras 
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musculares aumenta o risco de alterações em pequenas regiões da coleta, o que influencia o 

resultado do experimento. 

Dessa forma, a coleta do sóleo foi realizada imediatamente na sequência ao sacrifício 

dos animais e, após preparação do tecido e quantificações das taxas de respiração do tecido, 

observamos que o tratamento de RANKL resultou no aumento da fosforilação oxidativa (estado 

P) e na capacidade de respiração desacoplada (estado E), obtida após titulações com CCCP, que 

estimula o consumo máximo de oxigênio. E apesar da tendência de aumento no estado L, a 

diferença não foi significativa em relação ao grupo controle (Figura 17). 

Figura 17. Análise da infusão de RANKL nas taxas de consumo de oxigênio em músculos de camundongos. 

 

Legenda: O tratamento com RANKL realizado por meio de minibombas osmóticas no aumento da capacidade de 

fosforilação oxidativa não alterou o vazamento de prótons através de proteínas desacopladoras (P) e induziu o 

aumento do consumo máximo de oxigênio após o desacoplamento do potencial da membrana mitocondrial (E). 

As comparações entre os dois grupos foram realizadas por meio do Test t não-pareado. *p<0.01; **p<0.001. 

Análises histológicas de cortes corados com H&E revelaram que os animais que 

receberam a infusão com RANKL apresentaram uma redução na área seccional da fibra 

muscular no gastrocnêmio e sóleo dos camundongos (Figura 18).  
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Figura 18. Análise histológica do gastrocnêmio e sóleo corados por Hematoxilina & Eosina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



86 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os efeitos do tratamento com RANKL realizado por meio de minibombas osmóticas na histologia do 

tecido muscular esquelético. A) Imagens representativas de cortes seriados do gastrocêmio corados com H&E 

(aumento de 200x). B) Distribuição da área seccional das fibras musculares do gastrocnêmio. C) Média da área de 

secção transversão, demonstrando que houve uma redução na área em m2 das fibras musculares dos animais 

tratados com RANKL. D) Imagens representativas de cortes seriados do gastrocêmio corados com H&E (aumento 

de 200x). E) Distribuição da área seccional das fibras musculares do sóleo. F) Média da área de secção transversão 

no sóleo, demonstrando que houve uma redução na área em m2 das fibras musculares do sóleo de animais tratados 

com RANKL. As comparações entre os dois grupos foram realizadas por meio do Test t não-pareado. **p<0.01; 

****p<0.0001. 

A redução na área seccional das fibras musculares é mais um indício da possível 

conversão do fenótipo das fibras musculares, uma vez que as fibras vermelhas apresentam área 
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menor em relação àquelas com metabolismo predominantemente glicolítico (GAUTHIER; 

PADYKULA, 1966). Destaca-se que as fibras musculares não apresentam indícios de 

alterações morfológicas, como mudanças na posição do núcleo ou aumento na deposição de 

matriz extracelular. E apesar de RANKL ser classicamente descrito como um ativador de NF-

B (ANDERSON et al., 1997), com potencial para aumentar a inflamação, não observamos 

infiltrados celulares ou aumento nos níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias como IL-1 

e IL-6 após a infusão de RANKL (Figura 19). 

Figura 19. Quantificação sérica de IL-1 e IL6 em camundongos   

 

 

 

 

 

Legenda: A infusão de RANKL não aumentou os níveis circulantes das citocinas pró-inflamatórias IL-1 () e 

IL-6 (B). Comparações realizadas com o Test t. 

 

O fenótipo das fibras musculares do sóleo e gastrocnêmio foi avaliado a partir da 

expressão das isoformas da cadeia de miosina (MHC) do tipo IIa, IIb e IIx através da 

imunofluorescência. No grupo RANKL, encontramos o aumento na porcentagem de fibras do 

tipo IIa no gastrocnêmio em relação ao grupo controle, o que indica um aumento no perfil de 

fibras com metabolismo predominantemente oxidativo. Contudo, não observamos mudanças 

significativas no padrão das fibras IIa do sóleo, que é um tecido em que já predomina fibras 

com características oxidativas. Assim, a ação de RANKL na mudança do padrão de expressão 

das cadeias de miosina pode ser mais efetiva em tecidos com maior plasticidade, como o 

gastronêmio (Figura 20). Em nossos ensaios, não conseguimos detectar a imunomarcação das 

fibras do tipo I com o anticorpo comercial disponível. E por isso também não conseguimos 

estimar a presença das fibras IIx, que seriam identificadas pela exclusão da marcação com 

coquetel de anticorpos para I, IIa e IIb.  
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Figura 20. Análise da expressão das isoformas da cadeia de miosina por imunofluorescência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A infusão da proteína RANKL alterou o padrão de expressão das isoformas da cadeia de miosina. 

Imagens representativas da tripla marcação (Vermelho, fibras IIa; Verde, fibras IIb), na qual observa-se o aumento 

na expressão de fibras do tipo IIa no gastrocnêmio (A e B). Contudo, não houve diferença significativa na 

expressão dos tipos de fibra IIa e IIb no sóleo entre os animais controle e tratados com RANKL (C e D). As 

comparações estatísticas entre os grupos foram realizadas pelo Teste One Way ANOVA seguido pelo teste de 

comparações múltiplas Bonferroni.  ** p < 0,01. 
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Para reforçar o efeito de RANKL na mudança da capacidade oxidativa geral das fibras 

musculares em camundongos tratados, realizamos o ensaio para medir a atividade da succinato 

desidrogenase (SDH), que é uma enzima exclusivamente intra-mitocondrial. A base da reação 

é a transferência de elétrons para o formazan (NBT – nitro blue formazan), que precipita com a 

cor azul e a intensidade desta coloração é maior em fibras com elevado conteúdo mitocondrial 

e respiração oxidativa. Os nossos resultados demonstraram que houve um aumento na média 

da densidade óptica das fibras da porção vermelha do gastrocnêmio no grupo tratado com 

RANKL (Figura 21). 

Figura 21. Efeito do tratamento de RANKL na atividade de enzimas mitocondriais. 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: O tratamento com RANKL proporcionou o aumento da atividade da enzima mitocondrial succinato 

desidrogenase (SDH) nas fibras musculares da porção vermelha do gastrocnêmio dos camundongos (A), que foi 

quantificado a partir dos valores da densidade óptica dessas regiões (B). As comparações entre os dois grupos 

foram realizadas por meio do Test t não-pareado. **p<0.001. 

As mitocôndrias apresentam um papel fundamental no metabolismo e o balanço na taxa 

de fusão:fissão permite ações orquestradas em resposta ao aumento da demanda energética, que 



90 
 

 
 

pode induzir um processo denominado fusão transiente ou “kiss-and-run” mitocondrial, no qual 

ocorre a junção de mitocôndrias vizinhas para suprir a necessidade momentânea de energia da 

célula seguida pela fissão da organela após essa atividade (LIU et al., 2009). 

As análises das ultraestruturas do tecido muscular esquelético demonstraram um 

aumento no número de mitocôndrias por área em animais que receberam a infusão com 

RANKL, organelas mais eletrondensas, com menor área de superfície e circularidade, que são 

características típicas de plasticidade mitocondrial em tecidos com alta demanda metabólica 

(Figura 22).  

Figura 22. Microscopia eletrônica de transmissão  
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Legenda: A infusão de RANKL aumentou o conteúdo mitocondrial no sóleo de camundongos. A e B) Imagens 

representativa comparando cortes de tecidos de animais controle e tratados com RANKL C) Valores médios do 

número de mitocôndrias por m2. D). Percentual relativo da distribuição da área mitocondrial. E) Análise 

morfométrica da distribuição da forma das mitocôndrias. Comparações realizadas com o Test t. **** p<0.001. 
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5.7. Influência da atividade física em animais que receberam o tratamento com RANKL 

A atividade física é um dos principais fatores responsáveis por remodelar o tecido 

muscular e apresenta diversos impactos fisiológicos. Assim, a investigação de fatores que 

favorecem a plasticidade muscular é relevante tanto na prática esportiva como no contexto de 

doenças metabólicas. Diante disso, decidimos avaliar o impacto do implante da pump com 

RANKL na atividade física e resposta muscular de camundongos após o período de 21 dias de 

tratamento, de modo que a atividade ocorreu dentro da janela de funcionamento da pump. 

Os camundongos foram ambientados com a esteira durante 5 dias antes da cirurgia de 

implante para que pudessem desenvolver o hábito de correr na esteira. Antes da cirurgia, 

realizamos a aferição da velocidade máxima e distância percorrida em esteira inclinada a 19º 

antes até o animal alcançar a exaustão. Após a recuperação da cirurgia, os animais foram 

treinados cinco dias por semana durante 21 dias. Observamos que o tratamento com RANKL 

não proporcionou um ganho significativo na velocidade máxima e distância percorrida aferida 

após o período (Figura 23). 

 

Figura 23. Análise da distância percorrida e velocidade máxima alcançada  

Legenda: O tratamento com RANKL não proporcionou aumento significativo na performance dos camundongos.  

Grupo com PBS no início do experimento (PBSi), grupo tratado com PBS após o treino físico (PBSf), grupo com 

infusão de RANKL no início do experimento (RANKLi), grupo com infusão de RANKL após o treino físico 

(RANKLf). Teste One Way ANOVA seguido pelo teste de comparações múltiplas Bonferroni. 

 

A ausência no ganho de performance pelo pouco tempo entre tratamento e observação 

dos efeitos, uma vez que os resultados de atividades físicas costumam ser mais significativos 

após um período 8 semanas de treinamento, que não foi possível devido à limitação do tempo 

de funcionamento da pump. 
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Entretanto, observamos que o grupo tratado com RANKL apresentou áreas mais 

intensas para marcação de SDH, o que indica uma ação local no aumento no conteúdo 

mitocondrial, em relação ao grupo controle (Figura 24).  

 

Figura 24. Análise da coloração por atividade da SDH em animais treinados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: O tratamento com RANKL em animais submetidos ao exercício físico proporcionou o aumento da 

atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase (SDH) nas fibras musculares da porção vermelha do 

gastrocnêmio dos camundongos (A), que foi quantificado a partir dos valores da densidade óptica obtidas dessas 

regiões (B). As comparações entre os dois grupos foram realizadas por meio do Test t não-pareado. *p<0.01. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O conhecimento sobre as interações do sistema músculo-esquelético tem sido atualizado 

de forma significativa, especialmente na última década, com o aumento exponencial de 

publicações relativas ao tema, que inseriu ao debate tópicos que extrapolam os aspectos 

biomecânicos, como o papel parácrino e endócrino do tecido muscular e ósseo (MAUREL; 

JÄHN; LARA-CASTILLO, 2017). 

O músculo esquelético é um dos tecidos mais plásticos e dinâmicos do corpo humano e, 

além de suas atividades motoras desencadeadas em conjunto com o sistema ósseo e nervoso, 

apresenta relevante papel no metabolismo energético devido à captação de glicose de forma 

insulino-dependente. Recentemente, a literatura tem descrito ações do tecido muscular em 

órgãos anatomicamente distantes por meio de miocinas como a miostatina, TGF-, irisina e 

FGF2. Em paralelo, proteínas específicas do tecido ósseo, como a osteocalcina, também foram 

descritas com ação em outros tecidos e no controle do metabolismo da glicose, o que atribuiu 

uma função endócrina ao tecido ósseo. Assim, além da proximidade anatômica entre músculos 

e ossos, outras interações via moléculas sinalizadoras ganharam destaque e são foco de pesquisa 

para ampliar o conhecimento acerca da contribuição recíproca destes tecidos em seus processos 

fisiológicos, assim como na manutenção da homeostase. 

Nossos resultados demonstram que animais geneticamente modificados, como os 

camundongos OPG+/- e OPG-/- apresentam uma maior capacidade de respiração mitocondrial 

no músculo esquelético, com elevadas taxas de fosforilação oxidativa no sóleo quando 

comparado aos animais controle (WT). E, em modelo de miotubos in vitro, verificamos a 

contribuição do estímulo com RANKL no aumento da expressão de marcadores envolvidos na 

biogênese mitocondrial, na expressão de enzimas do Ciclo de Krebs e indução de um maior 

conteúdo mitocondrial avaliado por fluorescência e quantificação da razão mtDNA/nDNA. O 

estímulo com RANKL também proporcionou um maior estado de respiração desacoplada e um 

ganho na capacidade respiratória de reserva de miotubos da linhagem C2C12, o que sugere que 

o tratamento com uma baixa dose dessa proteína condiciona os miotubos para uma melhor 

adaptação metabólica frente a um aumento da demanda energética. 

O papel do sistema RANK-RANKL-OPG no tecido muscular esquelético é objeto de 

estudo de diversos grupos de pesquisa que utilizam modelos murinos de distrofia muscular, 

especialmente de distrofia muscular de Duchenne (DMD), que é uma desordem genética letal 

causada pela perda funcional da distrofina e tem como consequências o aumento do estresse 
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oxidativo, degradação da matriz extracelular, acúmulo de tecido conjuntivo e respostas 

inflamatórias mediadas pela ativação de fatores de transcrição como o NF-B (KUMAR; 

BORIEK, 2003). 

Em 2014, HINDI et al. demonstraram que a sinalização RANK-RANKL em células do 

tecido muscular esquelético é mediada pela proteína adaptadora TRAF6 e, naquele contexto, 

participa da ativação de NF-B a partir de estímulos desencadeados por citocinas pro-

inflamatórias em condições patológicas no tecido muscular esquelético. Neste trabalho, o grupo 

descreve um aumento na expressão e atividade de TRAF6 nos modelos de DMD e que sua 

depleção contribui para reduzir os danos causados no tecido muscular. Entretanto, a inibição de 

TRAF6 de forma crônica resulta no agravamento de miopatias e perda de função nos animais 

com distrofia muscular. 

O receptor RANK é altamente expresso no tecido muscular esquelético e sua função neste 

tecido tem sido associada à regulação da atividade do SERCA e a deleção deste receptor no 

tecido muscular (RANKmko) aumenta a fatigabilidade muscular devido à redução na 

porcentagem de fibras de perfil metabólico oxidativo (DUFRESNE et al., 2016a). A condição 

RANKmko também promoveu mudança para perfil glicolítico no tecido muscular e, em 

condições não-patológicas, o RANK expresso em músculos é fundamental para a homeostase 

no armazenamento de Ca+2. Outros trabalhos ainda destacam a importância do receptor RANK 

no aumento da resistência e capacidade respiratória do tecido muscular esquelético 

(DUFRESNE et al., 2016a, 2016b; DUFRESNE; BOULANGER-PIETTE; FRENETTE, 2017; 

JIANG et al., 2010). 

A descrição clássica do receptor RANK como um ativador de NF-B induz a associação 

de sua atividade com respostas pró-inflamatórias. Porém, o tratamento com RANKL também 

pode proporcionar respostas anti-inflamatórias em modelos murinos de choque-séptico 

induzido por meio da administração intraperitoneal de componentes bacterianos como o 

lipopolissacarídeo (LPS) (MARUYAMA et al., 2006), assim como em modelo de isquemia 

cerebral (SHIMAMURA et al., 2014). No presente estudo, os dados demonstram que os 

miotubos estimulados com RANKL por um período de 24h não apresentam um aumento na 

expressão de marcadores inflamatórios ou de degeneração muscular, como TNF-, Atrogina e 

MuRF1. 

Ainda, dados do nosso laboratório que estão fase final de publicação descrevem que o 

padrão de ativação de NF-B induzido por RANKL é diferente daquele produzido pelo LPS, 

uma vez que a sinalização via RANK-RANKL induz uma fraca e transiente fosforilação de IB 
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nos minutos iniciais de estímulo, enquanto que os níveis de fosforilação desta proteína nas 

células estimuladas com LPS permanecem elevados por pelo menos 24h e, além disso, o 

estímulo concomitante de RANKL e LPS induz a redução na sinalização pró-inflamatória 

induzida por LPS (MOTA et al, manuscrito em revisão). 

Observamos que o estímulo com RANKL em miotubos da linhagem C2C12 ativa vias de 

sinalização como ERK, que está envolvida em processos de remodelamento da matriz 

extracelular e metabolismo dos ácidos graxos e MAPK-p38, que confere estabilidade ao PGC-

1 (TURCOTTE; RANEY; TODD, 2005; YU et al., 2003). Nossos resultados também 

reforçam os achados de ISHII et al., 2009, que descreveu a ativação da via de sinalização de 

CREB pelo eixo RANK-RANKL na biogênese mitocondrial em osteoclastos, assim como os 

dados publicados do nosso grupo que demonstram a ação de RANKL na biogênese 

mitocondrial na diferenciação de adipócitos bege (MATSUO et al. 2020). 

Estudos com camundongos transgênicos para a superexpressão de RANKL humano 

(HuRANKLTg+) demonstraram que estes animais apresentam uma menor massa muscular, 

redução na força das patas e na habilidade de atingir a velocidade máxima em esteira, além do 

menor número de fibras do tipo I e II. O mesmo trabalho descreve que a administração de OPG 

recombinante e Denosumab contribuíram para a recuperação da força muscular e para a  

redução na expressão de marcadores inflamatórios e antimiogênicos como PTP-RG e aumento 

na sensibilidade à insulina (BONNET et al., 2019). Como sarcopenia e osteoporose 

frequentemente estão associados, a inibição de RANKL com a administração de OPG e 

Denosumab poderia aumentar a força muscular no camundongo HuRANKLTg+ em 

consequência da restauração da massa óssea no quadro de osteoporose. Mas, como o estudo 

não descreveu os níveis séricos de RANKL nestes animais e nem os mecanismos de ação de 

RANKL na força muscular foram avaliados, a interpretação é especulativa pois o modelo 

HuRANKLTg+ não permite avaliar a ação de RANKL somente no músculo esquelético.  

Recentemente, foi descrito que camundongos OPG-/- apresentam osteoporose e redução 

das propriedades biomecânicas na tíbia e fêmur e, consequentemente, redução da atividade 

locomotora e fraqueza muscular com 5 meses de idade (este fenômeno não foi observado em 

animais com 1 e 3 meses de idade). Curiosamente, a atrofia muscular ocorreu em fibras de 

contração rápida tipo IIb devido à ação de RANKL nas proteínas NF-B, atrogin-1 e MuRF-1 

(BONEWALD, 2019). Mas de acordo com nossos achados e também reportado nessa 

publicação, os níveis de RANKL circulante em camundongos OPG-/- é centena de vezes maior 
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em relação aos animais selvagens e este nível está intimamente relacionado com o 

desenvolvimento de osteoporose. 

Assim, a infusão de baixa dose de RANKL no nosso modelo de camundongo selvagem e 

saudável busca preencher esta lacuna de conhecimento a respeito da ação de RANKL em 

contexto da fibra saudável, com sarcolema e arquitetura estáveis, diferente dos quadros de 

distrofias musculares, e sem a interferência da osteoporose. 

O modelo de administração de RANKL por infusão com a pump nos permitiu realizar a 

aplicação de uma dose de 1,8 g/kg/dia durante o período de 28 dias. Essa dose, que é cerca de 

100x menor em relação àquelas utilizadas em modelos de osteoporose (LESLIE et al., 2006), 

não é suficiente para induzir mudanças na atividade de osteoclastos ou no nível sérico de 

osteocalcina (MATSUO et al., 2020). O nível de RANKL circulante no animal tratado é de 

aproximadamente 62 pg/ml comparado a 40 pg/ml do grupo controle (MATSUO et al., 2020) 

e, embora seja um aumento pouco expressivo comparado com os níveis observados em animais 

OPG+/- ou OPG-/-, foi suficiente para impactar o tecido adiposo branco. Dessa forma, nosso 

modelo mostrou-se adequado para avaliar os impactos de RANKL no tecido muscular 

esquelético sem os efeitos da osteoporose. 

A avaliação dos camundongos que receberam a pump com RANKL demonstrou que o 

sóleo desses animais apresentou um aumento significativo nas taxas de respiração mitocondrial, 

na marcação da atividade da enzima SDH e quantidade de mitocôndrias, além de aumento na 

proporção de fibras do tipo IIa no gastrocnêmio. Assim, nossos dados indicam que o tratamento 

com baixas doses de RANKL favorece a capacidade fosforilativa mitocondrial do músculo 

esquelético sem causar alterações degenerativas no tecido ou aumentar os níveis séricos de 

proteínas pró-inflamatórias. Importante, além de ser considerada uma citocina pró-inflamatória, 

IL-6 tem diversas funções e é considerada uma miocina expressa após exercício físico. Assim, 

nossos dados sugerem que a via de atuação de RANKL pode ser independente da ação de IL-

6.  

Os miotubos derivados da linhagem C2C12 apresentaram aumento na expressão de 

mRNA de FDC5 após o tratamento com RANKL, mas sem alteração no nível de irisina no 

sobrenadante de acordo com quantificação por ELISA (dados não mostrados). Da mesma 

forma, os níveis séricos de irisina também não se alteraram após o exercício físico em 

camundongos tratados com RANKL (dados não mostrados). Entretanto, este resultado 

demanda confirmação com coleta de amostras imediatamente após o exercício físico. Isso não 

foi possível neste ensaio, pois as amostras foram destinadas para quantificação do lactato. 
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Infelizmente, o resultado desta quantificação não foi apresentado devido a inconsistências na 

aferição dos valores séricos de lactato pelo equipamento. Baseado no resultado in vitro, 

RANKL pode ter atuação limitada ao nível transcricional da irisina, mas não na clivagem e 

liberação pela ação da enzima furina. Assim, experimentos adicionais serão realizados para 

esclarecer a relação de RANKL com a síntese de irisina. 

O potencial de induzir osteoporose em uma eventual intervenção com RANKL suscitou 

a busca por agonistas que mimetizem sua ação sem induzir a ativação de osteoclastos. O 

peptídeo agonista parcial chamado de MHP1 foi sintetizado com uma região comum ao 

RANKL e descrito por desencadear respostas muito semelhantes ao ativar RANK, como 

inibição de respostas inflamatórias em macrófagos e em modelos de isquemia cerebral, mas 

sem ação em osteoclastos (KURINAMI et al., 2016). Assim, este peptídeo poderia ser avaliado 

futuramente como uma opção ao uso de RANKL.  

Além de apresentar um aumento na taxa de respiração mitocondrial e conversão de fibras 

para um perfil metabólico predominantemente oxidativo, os grupos de camundongos que 

receberam a infusão com RANKL e foram submetidos a um programa de treinamento em 

esteira não apresentaram déficit na capacidade de atingir a velocidade máxima e na distância 

percorrida em relação ao grupo que recebeu a infusão com solução salina. Entretanto, os 

camundongos não apresentaram melhora na performance com o tratamento de RANKL, mesmo 

com o aumento da atividade de SDH no músculo esquelético do grupo tratado em comparação 

ao grupo controle. Isso pode ser explicado pelo fato de o período de treinamento ter sido 

realizado na janela de funcionamento das minibombas osmóticas (21 dias) e, por isso, ainda 

seria necessário um maior período de testes na esteira para observar um ganho de performance 

na corrida dos animais.  

Dessa forma, o ensaio com camundongos na esteira demonstra que há um enorme 

potencial a ser explorado na compreensão do papel da sinalização RANK-RANKL no músculo 

esquelético, que pode ser investigado em diferentes contextos experimentais com animais 

saudáveis ou obesos para avaliar seu impacto na homeostase energética. 

Embora a expressão de RANKL não seja exclusividade do tecido ósseo, esta proteína é 

amplamente expressa e secretada por osteócitos, que compreendem uma massa celular total 

aproximadamente semelhante a massa cerebral, o que torna o osso uma fonte considerável de 

RANKL e outros fatores (BUENZLI, 2015). E baseado nos dados do presente trabalho, 

RANKL pode ser mais um efetor do metabolismo ósseo com ação no músculo esquelético e 
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metabolismo energético, pois aumenta a biogênese mitocondrial e induz um perfil oxidativo na 

fibra muscular esquelética.  
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7 CONCLUSÃO 

 

7.1 Camundongos com deleção parcial ou completa da OPG apresentam elevada capacidade 

de respiração mitocondrial do músculo esquelético comparado ao grupo WT, o que indica o 

potencial efeito do aumento dos níveis séricos de RANKL na capacidade de respiração 

muscular; 

7.2 O estímulo com RANKL em miotubos in vitro da linhagem C2C12 induziu o aumento 

na expressão gênica de marcadores da biogênese mitocondrial e enzimas do metabolismo 

fosforilativo, além de aumentar a marcação de mitocôndrias viáveis e a quantidade de mtDNA. 

7.3 O estímulo de RANKL em miotubos in vitro desencadeia a ativação de vias de 

sinalização ERK, p38 e CREB, importantes no controle do metabolismo oxidativo e biogênese 

mitocondrial; 

7.4 Os miotubos estimulados com RANKL apresentaram maiores taxas de consumo de 

oxigênio, com uma elevada capacidade respiratória de reserva. 

7.5 A análise do RNA-Seq revelou que o estímulo com RANKL em miotubos aumenta a 

sinalização via ERK e também estimula vias envolvidas no remodelamento da matriz 

extracelular, no controle da sinalização por cálcio e de fatores de crescimento do endotélio 

vascular; 

7.6  A infusão de RANKL em camundongos WT saudáveis induziu o aumento das taxas de 

respiração mitocondrial, aumento de fibras do tipo IIa e maior atividade da SDH, sem causar 

alterações histológicas ou funcionais no músculo esquelético. 

7.7 A infusão de RANKL aumentou a atividade da SDH em camundongos WT exercitados. 
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ANEXO C – Artigos em colaboração submetidos para publicação 

 

Projeto em colaboração 1 

Título do artigo: RANKL impairs the TLR4 pathway by increasing TRAF6 and RANK 

interaction in macrophages. 
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Título do artigo: SARS-CoV-2 infects adipocytes in a fat depot- and viral lineage-dependent 

manner 

 

 


