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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa tem o potencial de provocar impactos significativos em varias areas
relacionadas a saude e ao envelhecimento. Primeiramente, ao elucidar a interacdo entre o
exercicio fisico, o estresse oxidativo e o fator de crescimento e diferenciagdo 15 (GDF15), a
pesquisa poderd aprofundar a compreensdo dos mecanismos bioldgicos subjacentes ao
envelhecimento. Isso inclui esclarecer como o estresse oxidativo e a disfuncdo mitocondrial
contribuem tanto para o envelhecimento saudavel quanto para condicGes patoldgicas
associadas a idade.

Em segundo lugar, os achados da pesquisa poderdo fomentar o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas. Compreender a funcdo do GDF15 e sua resposta ao exercicio
pode possibilitar a criacdo de intervencbes personalizadas e mais eficazes para gerenciar ou
atenuar condicdes associadas ao envelhecimento, como doengas cardiovasculares, diabetes e
cancer. Se GDF15 for identificado como um biomarcador ou alvo terapéutico relevante, isso
podera transformar abordagens clinicas e de saude preventiva.

Além disso, a pesquisa pode informar o desenvolvimento de programas de exercicio
fisico mais eficientes e adaptados as necessidades especificas de diferentes populaces,
especialmente idosos. Isso pode potencializar os beneficios do exercicio para a fungéo
mitocondrial e para a reducdo do estresse oxidativo, promovendo uma abordagem mais
precisa e personalizada para a manutencdo da salde ao longo da vida.

Por fim, os resultados obtidos poderdo oferecer evidéncias valiosas para a formulacao
de politicas de saude publica. Incentivar a pratica regular de exercicio fisico, embasado por
evidéncias cientificas sobre seus beneficios para o controle do estresse oxidativo e a regulagédo
de GDF15. Poderd ainda apoiar a implementacdo de estratégias de salde publica que
promovam uma vida ativa e saudavel na terceira idade. Dessa forma, a pesquisa ndo apenas
contribuird para o avango do conhecimento cientifico, mas também podera ter um impacto

pratico significativo na melhoria da saude e da qualidade de vida da populacdo idosa.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research has the potential to impact various areas related to health and aging.
Firstly, by elucidating the interaction between exercise, oxidative stress, and growth
differentiation factor 15 (GDF15), the study may deepen our understanding of the biological
mechanisms underlying aging. This includes clarifying how oxidative stress and
mitochondrial dysfunction contribute to both healthy aging and age-related pathological
conditions.

Secondly, the findings from this research could foster the development of new
therapeutic strategies. Understanding the role of GDF15 and its response to exercise may
enable the creation of more effective and personalized interventions for managing or
mitigating age-associated conditions such as cardiovascular diseases, diabetes, and cancer. If
GDF15 is identified as a relevant biomarker or therapeutic target, this could revolutionize
clinical and preventive health approaches.

Moreover, this research could inform the development of more efficient exercise
programs tailored to the specific needs of different populations, particularly the elderly. This
could enhance the benefits of exercise on mitochondrial health and the reduction of oxidative
stress, promoting a more precise and personalized approach to health maintenance across the
lifespan.

Finally, the results obtained could provide valuable evidence for the formulation of
public health policies. Encouraging regular exercise, supported by scientific evidence on its
benefits for oxidative stress management and GDF15 regulation, could underpin the
implementation of public health strategies that promote an active and healthy lifestyle in older
adults. In this way, the research will not only contribute to the advancement of scientific
knowledge but could also have a significant practical impact on improving the health and

quality of life of the aging population.
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RESUMO

O envelhecimento € caracterizado por mudancas degenerativas causadas pelo aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) devido a disfuncdo mitocondrial, o que
pode desencadear respostas compensatorias, como a regulacdo positiva do fator de
diferenciacdo de crescimento 15 (GDF15). O GDF15 ¢ elevado em situacfes de estresse
celular, tal como durante o exercicio fisico agudo e o envelhecimento, sendo hipotetizado que
ele modula o ambiente oxidativo e mitiga os impactos do envelhecimento. Diante disso, este
trabalho foi dividido em trés estudos: o primeiro estudo teve como objetivo revisar
sistematicamente os efeitos do exercicio agudo e cronico sobre a expressdao do GDF15 em
humanos. A revisdo sistematica foi conduzida seguindo as diretrizes PRISMA, com buscas
realizadas nas bases de dados MEDLINE/PubMed, Cochrane Central Register of Controlled
Trials e Embase. Os resultados mostraram que o exercicio fisico agudo pode aumentar as
concentragfes de GDF15 em vérias populacdes. No entanto, estudos sobre programas de
treinamento regular apresentaram resultados discrepantes, apontando a necessidade de mais
investigacdes; o segundo estudo teve como objetivo analisar o impacto do envelhecimento na
expressao de GDF15 e no estresse oxidativo e, investigar os efeitos do treinamento regular na
atenuacdo desses marcadores em ratos idosos. Ratos Wistar foram alocados em trés grupos
(n=7): jovem controle (JC), idoso controle (IC) e idoso treinado (IT). O grupo IT realizou 8
semanas de treinamento aerdbio. Foram analisados peso corporal, capacidade fisica,
concentracdo plasmatica e muscular de GDF15 e marcadores de estresse oxidativo
plasmaético. O grupo IT apresentou maior capacidade fisica, menor peso corporal, reducdo na
concentracdo de GDF15 e melhora no perfil oxidativo. Além disso, altos niveis de GDF15
foram associados a menor capacidade fisica e maior estresse oxidativo. O treinamento aerébio
regular parece reduzir os niveis basais de GDF15 em ratos idosos, possivelmente devido a sua
eficadcia em atenuar os efeitos do envelhecimento, melhorando o equilibrio oxidativo e a
capacidade fisica; e por fim, o terceiro estudo visou analisar o efeito protetor do GDF15 apds
a inducdo do fenotipo oxidativo mitocondrial em células musculares C2C12. As células foram
submetidas a inducdo de estresse oxidativo, com a geracdo de EROs e a taxa de morte celular
avaliadas na presenca e auséncia de GDF15. A expressdo de GDF15 foi associada & menor
geracdo de EROs e taxa de morte celular. Esses resultados sugerem um papel protetor do
GDF15 contra os efeitos deletérios do estresse oxidativo em células musculares. Em suma, 0s
estudos indicam que o GDF15 desempenha um papel importante na resposta ao estresse
oxidativo e no envelhecimento. O treinamento aerobio regular pode reduzir os niveis de
GDF15 em idosos, possivelmente devido a sua eficacia em atenuar o impacto do
envelhecimento. Além disso, 0 GDF15 parece exercer uma fungdo protetora contra o estresse
oxidativo, auxiliando na preservacdo da funcdo mitocondrial. No entanto, sdo necessarios
mais estudos para determinar se 0 GDF15 de fato pode ser considerado um marcador de
estresse ou um mediador das adaptac6es biologicas induzidas pelo exercicio fisico.

Palavras-chave: Envelhecimento. Estresse oxidativo. Disfungdo mitocondrial. GDF15.
Exercicio fisico.



ABSTRACT

Aging is characterized by degenerative changes caused by increased production of
reactive oxygen species (ROS) due to mitochondrial dysfunction, which can trigger
compensatory responses such as the upregulation of growth differentiation factor-15
(GDF15). GDF15 is elevated during cellular stress, including acute exercise and aging, and is
hypothesized to modulate the oxidative environment and mitigate the impacts of aging. This
study was divided into three parts: the first study aimed to systematically review the effects of
acute and chronic exercise on GDF15 expression in humans. The systematic review followed
PRISMA guidelines, with searches conducted in the MEDLINE/PubMed, Cochrane Central
Register of Controlled Trials, and Embase databases. The results showed that acute exercise
can increase GDF15 concentrations in various populations. However, studies on regular
training programs presented inconsistent findings, highlighting the need for further research;
the second study aimed to analyze the impact of aging on GDF15 expression and oxidative
stress and investigate the effects of regular training on the attenuation of these markers in
aged rats. Wistar rats were allocated into three groups (n=7): young control (YC), aged
control (AC), and aged trained (AT). The AT group underwent 8 weeks of aerobic training.
Body weight, physical capacity, GDF15 concentration, and oxidative stress markers were
assessed. The AT group showed higher physical capacity, lower body weight, reduced GDF15
concentration, and improved oxidative profile. Additionally, higher GDF15 levels were
associated with lower physical capacity and greater oxidative stress. Regular aerobic training
appears to reduce baseline GDF15 levels in aged rats, likely due to its effectiveness in
mitigating the effects of aging, improving oxidative balance, and enhancing physical capacity;
finally, the third study aimed to assess the protective effect of GDF15 after inducing the
mitochondrial oxidative phenotype in C2C12 muscle cells. C2C12 were subjected to
oxidative stress induction, with ROS generation and cell death rates evaluated in the presence
or absence of GDF15. GDF15 expression was associated with lower ROS production and
reduced cell death rates. These findings suggest a protective role of GDF15 against the
detrimental effects of oxidative stress in muscle cells. In summary, the studies indicate that
GDF15 plays a crucial role in the response to oxidative stress and aging. Regular aerobic
training may lower basal GDF15 levels in older adults, likely due to its ability to mitigate the
impact of aging. Additionally, GDF15 seems to act as a protective factor against oxidative
stress, contributing to mitochondrial function preservation. However, further studies are
needed to determine whether GDF15 should be considered a marker of a stress or a mediator
of exercise-induced biological adaptations.

Keywords: Aging. Oxidative stress. Mitochondrial dysfunction. GDF15. Exercise.
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1 INTRODUCAO

E de notdrio saber cientifico que o envelhecimento populacional ¢ um fenémeno
mundial. No Brasil, o0 nimero de pessoas com 65 anos ou mais cresceu 57,4% nos ultimos 12
anos, alcangando aproximadamente 22,1 milhdes de individuos, o que representa cerca de
11% da populacéo. Projecbes demogréficas indicam que, nas proximas trés décadas, o nimero
de idosos deve triplicar, aproximando-se do contingente de criancas (IBGE, 2022). Esse
cenario impde grandes desafios para a sociedade moderna, principalmente para 0s
profissionais da area da salde, pois, a medida que a populacdo idosa cresce, observa-se um
aumento exponencial nos agravos de salde, particularmente nas doencas crénicas nao
transmissiveis (WHO, 2021).

O envelhecimento € um processo biologico natural, progressivo e multifatorial,
caracterizado pelo acumulo de processos degenerativos que causam danos nas moléculas,
células e tecidos, comprometendo a eficiéncia das funcGes fisiologicas e diminuindo a
capacidade de resisténcia ou adaptacdo ao estresse (HAJAM et al., 2022; LIGUORI et al.,
2018). Alem disso, o envelhecimento é considerado um fator de risco para a maioria das
doencas crbnicas ndo transmissiveis, bem como para algumas deficiéncias funcionais,
incluindo cancer, diabetes mellitus, hipertensdo arterial, doencas cardiovasculares,
osteomusculares e neuroldgicas (FRANCESCHI et al., 2018; FURMAN et al., 2019).

Com base nesses pressupostos, nas ultimas décadas foram realizadas diversas
pesquisas que visam compreender o processo do envelhecimento e seus aspectos
fisiopatologicos. Embora os mecanismos do envelhecimento ainda ndo estejam totalmente
esclarecidos na literatura, a teoria dos radicais livres se destaca como uma das hipdteses mais
estudadas e associadas as alteracfes indesejadas que acometem os idosos (BECKMAN;
AMES, 1998; DA COSTA et al., 2016; LIGUORI et al., 2018).

Em termos gerais, radical livre se refere a &tomos ou moléculas que contém numero
impar de elétrons em sua Gltima camada eletronica, o que pode gerar alta reatividade e
prejudicar células adjacentes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Johnson et al. (1999)
sugerem que a estrutura celular pode ser danificada por agressdes causadas pelos radicais
livres, resultando em instabilidade molecular e distorcendo a informacdo contida em
moléculas essenciais, 0 que compromete o funcionamento do organismo.

Durante as rea¢cdes metabdlicas endogenas, o processo de reducdo do oxigénio (O,)
resulta na formacgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como anions superoxido

(07), hidroperoxila (HOy), hidroxila (OH) e o perdxido de hidrogénio (H,0,). Geralmente, a
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reducdo completa do O, ocorre nas mitocondrias, onde a reatividade das EROs € neutralizada
pelo sistema antioxidante. Esse sistema atua tanto inibindo quanto atenuando os danos
provocados pela acdo deletéria das EROs (COHEN, 1989). Os antioxidantes podem agir
diretamente, neutralizando as EROs, ou indiretamente, por meio do sistemas enzimaticos.
Dessa forma, o sistema antioxidante se divide em duas categorias: o enzimatico e 0 ndo
enzimatico. O sistema enzimatico € composto por enzimas como superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). J& o sistema ndo enzimatico inclui
compostos sintetizados pelo organismo ou adquiridos pela dieta, como a bilirrubina, a
ceruloplasmina, horménios sexuais, melatonina, coenzima Q, é&cido Urico, vitamina C,
vitamina E, B-caroteno (precursor da vitamina A), entre outros (OTEIZA et al., 1995).

E relevante ressaltar que, em condicdes fisiologicas, a oxidacdo é parte fundamental da
vida aerdbia e do metabolismo humano. As EROs sdo geradas constantemente em pequenas
quantidades como resultado das reacBes quimicas que ocorrem durante a respiracdo celular,
atuando como importantes moléculas sinalizadoras no organismo (ZWEIER et al., 2010). O
sistema antioxidante age por diferentes mecanismos, seja prevenindo a formacdo das EROs
(sistemas de prevencdo), neutralizando as EROs (sistemas varredores) ou promovendo o
reparo e a reconstituicdo das estruturas biologicas danificadas (sistemas de reparo)
(MIKHED; DAIBER; STEVEN, 2015).

Todavia, quando esse sistema esta comprometido e a producdo de EROs excede a
capacidade antioxidante, pode desencadear um cenario o qual favorece a oxidacdo de
biomoléculas gerando metabdlitos especificos, conhecidos como marcadores do estresse
oxidativo. Esses marcadores sdo derivados, principalmente, da oxidacéao de lipideos, proteinas
e acido desoxirribonucleico (DNA) (STEPIC et al., 2012).

Evidéncias indicam que altas concentracbes de EROs podem acelerar o
envelhecimento e aumentar a predisposi¢cdo a doencas relacionadas a idade (JOHNSON;
ROBINSON; NAIR, 2013). A exposi¢do continua a esses fatores resulta no acimulo de
agressdes diarias, diminuindo a capacidade do corpo de reparar lesdes e levando a sua
multiplicacdo (JOHNSON; SINCLAIR; GUARENTE, 1999). Além disso, estudos reportaram
que os danos oxidativos tendem a aumentar com a idade (PARK; YEO, 2013), sugerindo que
a oxidacdo dos componentes celulares provoca alteragcbes acumulativas que podem culminar
em apoptose celular. A medida que o individuo envelhece, esse processo pode afetar um
namero crescente de células, podendo acarretar um cendrio nocivo ao organismo (JOHNSON;
SINCLAIR; GUARENTE, 1999).
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Nesse contexto, a teoria dos radicais livres é uma das principais abordagens para
compreender o processo de envelhecimento. Baseada na hipotese de que as perdas funcionais
associadas a idade séo resultado do acumulo de danos oxidativos em macromoléculas, como
lipidios, DNA e proteinas, a teoria sugere que o aumento dos niveis de radicais livres leva a
senescéncia celular. Esse processo fisioldgico interrompe a proliferagdo celular em resposta a
danos que ocorrem durante a replicagdo, contribuindo para o envelhecimento (LIGUORI et
al., 2018). Essa teoria € consistente com a relacdo inversa observada entre a producédo de
EROs mitocondrial e tempo de vida em mamiferos (KU; BRUNK; SOHAL, 1993).

Diante disso, a literatura propde que o envelhecimento e seus aspectos fisiopatologicos
podem ser secundario ao estresse oxidativo, o qual induz alteracdes lentas e progressivas dos
tecidos e do codigo genético, comprometendo a integridade funcional do sistema organico
(HARMAN, 1981).

1.1 ENVELHECIMENTO E DISFUNCAO MITOCONDRIAL

Além dos fatores supracitados, evidéncias apontam que a producdo exacerbada de EROs
durante o processo de envelhecimento pode estar associada a um quadro chamado de
disfuncdo mitocondrial. Esse cenario é caracterizado por alteragdes nas mitocondrias que
comprometem seu funcionamento, bem como o aumento do dano oxidativo do DNA
mitocondrial (MtDNA), diminuicdo no nimero de cdpias de mtDNA, concentracdes reduzidas
de mRNA nos genes que codificam proteinas mitocondriais e diminuicdo na taxa de sintese
proteica e atividade enzimatica mitocondrial (BLOEMBERG; QUADRILATERO, 2019;
SHIGENAGA; HAGEN; AMES, 1994).

A literatura estabelece que a fungdo mitocondrial diminui com o processo de
envelhecimento. Acredita-se que as mitocondrias se deterioram com a idade, comprometendo
a atividade respiratoria, acumulando danos ao mtDNA e produzindo quantidades excessivas
de EROs (INDO et al., 2015). Bratic et al. (2013) encontraram menores numeros de
mitocondrias no figado de camundongos e humanos idosos quando comparados com jovens, 0
que pode correlacionar com um declinio no contetdo de mtDNA. Também foram observadas
delecdes de mtDNA em tecidos como figado, cérebro e masculo esquelético de individuos
idosos (CORRAL-DEBRINSKI et al., 1992).

Evidéncias apontam que altas concentragdes de EROs também podem ser uma das causas
de mudancas negativas na biogénese mitocondrial. Uma vez que o controle molecular da

funcdo mitocondrial representa um aspecto fundamental para producé@o de EROs e substancias
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antioxidantes, defeitos na integridade desse sistema podem comprometer diversas demandas
homeostaticas, levando a um amplo espectro de doencas (BIALA; DHINGRA;
KIRSHENBAUM, 2015). Sabe-se que a producdo excessiva de EROs se destaca como uma
das principais consequéncias da disfuncdo mitocondrial e esse cenario exerce efeitos
prejudiciais nas células (HAJAM et al., 2022). Diversos estudos mostram que 0 estresse
oxidativo estd associado a lesdo celular, inativagdo enzimética, ativacdo excessiva de
substancias pro-inflamatodria, ativacdo de fatores de inducdo de apoptose e danos ao DNA
(FERRARI; FRANCA; HONORIO-FRANCA, 2009; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010).

Com base nesse contexto, estudos mostram que a disfuncdo mitocondrial pode sinalizar a
producdo de moléculas capazes de estimular uma resposta compensatoria no metabolismo,
bem como a producdo do fator de crescimento e diferenciacdo celular 15 (GDF15), uma

“mitocina” secretada a partir do estresse mitocondrial (YATSUGA et al., 2015).

1.2 GDF15 E ENVELHECIMENTO

A literatura aponta que o GDF15 pertence a superfamilia do fator transformador p (TGF-
B). Em humanos, pode ser encontrado na literatura como MIC-1 (Macrophage inhibitory
cytokine 1), NAG-1 (NSAID-activated gene 1 protein), NRG-1 (NSAID-regulated gene 1
protein), PTGF (Placental TGF-B), PLAB (Placental bone morphogenetic protein) e PDF
(Prostate differentiation fator). Por motivos didaticos, nesta tese, a proteina serd chamada de
GDF15 (BOOTCOV et al., 1997; YOKOYAMA-KOBAYASHI et al., 1997). O gene GDF15
humano se localiza no cromossomo 19, sendo composto por dois éxons e um intron
(LAWTON et al.,, 1997; UNSICKER; SPITTAU; KRIEGLSTEIN, 2013). GDF15 é
sintetizado como um pro-peptideo, o qual é homodimerizado e depois clivado pela protease
tipo furina no reticulo endoplasmatico, gerando assim um dimero maduro de 24 kDa (FUJITA
et al., 2016; YANG et al., 2017). A auséncia de um receptor identificado para GDF15
dificultou anteriormente a avaliacdo de seu papel fisiologico. No entanto, estudos recentes
identificaram um receptor para GDF15 no cérebro e demostraram que ele é responsavel pelos
efeitos anorexigenas do GDF15. O receptor em questdo é o GFRAL, um receptor especifico
para GDF15 (EMMERSON et al., 2017; YANG et al., 2017). GFRAL é um receptor com
dominio citoplasmatico que necessita da fosforilacdo de um co-receptor de tirosina quinase,
chamado de Ret, para induzir sinaliza¢do intracelular (EMMERSON et al., 2017). Ainda é
controversa a ligacdo entre GDF15 e receptor de TGF-3 em outros tecidos. Yang et al. (2017)

realizaram um experimento para investigar a sinalizacdo intracelular induzida por GDF15 em
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aproximadamente 30 linhagens celulares, incluindo C2C12, e ndo identificaram nenhum dos
alvos que normalmente seriam ativados pela sinalizagdo de TGF-B. Além disso, ndo
identificaram a expressdo de GFRAL em nenhuma das linhagens estudadas, o que evidencia
que os efeitos encontrados séo decorrentes da ligacdo de GDF15 com o receptor GFRAL no
sistema nervoso central.

Embora em niveis diferentes, a literatura aponta que GDF15 é expresso em diversos
orgdos e tecidos humanos, incluindo placenta, rim, pulmao, péncreas, cora¢do, musculo
esquelético, figado e cérebro (BREIT et al., 2011; TSAI et al., 2016). Essa ampla distribuicdo
sugere uma fungdo multifacetada em diferentes sistemas fisiol6gicos e fisiopatologicos (LI et
al., 2000).

Evidéncias relatam que a atividade de GDF15 aumenta sob condices de estresse ou a
insultos teciduais. Niveis elevados de GDF15 no sangue foram relatados como biomarcador
de algumas condic¢des, como céancer, obesidade, doencgas cardiovasculares, diabetes tipo 2,
envelhecimento e como biomarcador de mortalidade (CONTE et al., 2019; HAGSTROM et
al., 2017). Estudos realizados em modelos animais submetidos ao estresse mitocondrial
mostraram aumento na expressdo de GDF15 e de seus niveis circulantes (CHUNG et al.,
2017; MORROW et al., 2017).

Por outro lado, valores elevados de GDF15 foram relacionados a diminuicdo da expressao
de citocinas pro-inflamatérias no figado de camundongos com fibrose, enquanto a deficiéncia
de GDF15 agravou a lesdo hepética e a fibrose (CHUNG et al., 2017). Um aumento da
expectativa de vida também foi observado apenas em camundongos transgénicos que
superexpressaram GDF15 (WANG et al., 2014). Pacientes deficientes para GDF15
desenvolveram maior incidéncia de infarto do miocardio e elevados niveis de cardiomiocitos
apoptoticos, indicando que GDF15 enddgeno limitou o dano do tecido (ROCHETTE et al.,
2021). Bootcov et al. (1997) descobriram que a expressdo de GDF15 é induzida em
macrofagos por IL-1B, IL-2, TNF-a e TGF-p e limita sua ativagdo, consequentemente
atenuando a inflamagdo. Além disso, estudos experimentais e clinicos hipotetizam o uso
potencial de GDF15 como um novo alvo terapéutico, podendo modular a atividade metabdlica
e promover uma angiogénese adaptativa e um processo regenerativo cardiaco durante doencas
cardiovasculares (ROCHETTE et al., 2021).

Embora a fungdo biologica de GDF15 ainda ndo esta totalmente esclarecida, diversos
estudos propdem que GDF15 possa exercer papeis opostos. Enquanto por um lado, estudos
sugerem uma fungdo patogénica e pro-inflamatdria, outras evidéncias apontam um papel
protetor e anti-inflamatério (CONTE et al., 2020).
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Recentemente, GDF15 tem sido fortemente associado com envelhecimento e a
longevidade (LEHALLIER et al., 2019; LIU et al., 2021; TANAKA et al., 2018). Observou-
se que, em individuos saudaveis, assim como em individuos jovens, a concentracao circulante
de GDF15 tende a permanecer baixa. Entretanto, os niveis plasmaticos de GDF15 observados
em idosos foram elevados, principalmente na presenca de condi¢cfes patologicas (CONTE et
al., 2019; FUJITA et al., 2016). Conte et al. (2020) reportaram que em um envelhecimento
saudavel, a disfuncdo mitocondrial pode estimular uma resposta mitocondrial a proteina mal
formada (UPRmt) e a producdo de mitocinas, como GDF15. Chung et al. (2017) também
observaram aumento na expressdo de GDF15 em animais nocaute para Crifl, que leva a uma
disfuncdo mitocondrial, indicando que GDF15 é produzido e secretado em resposta a UPRmt.

Assim, acredita-se que o aumento da producdo de GDF15 com a idade seja uma
resposta compensatoria ao estresse fisiologico causado pela disfuncdo mitocondrial visando
reduzir, ainda por meio de mecanismos ndo esclarecidos, a producdo de citocinas
inflamatorias ativadas pelas EROs. Dessa forma, o0 GDF15 parece desempenhar um papel
crucial na regulagdo do metabolismo energético, ajudando a manter a homeostasia sistémica e
atenuar os efeitos adversos do envelhecimento. Em contraste, o envelhecimento associado a
doencas relacionadas a idade pode ser acarretado por um desequilibrio entre altas

concentracOes de EROs e as respostas inflamatorias (Figura 1).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do papel do GDF15 no envelhecimento.
Fonte: Adaptado de CONTE (2020).
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1.3 EXERCICIO FiSICO, ESTRESSE OXIDATIVO E ENVELHECIMENTO

A literatura aponta que embora o exercicio fisico envolva a producdo de EROs, citocinas
pro-inflamatorias e estresse mitocondrial, 0 mesmo consegue desencadear respostas cronicas
benéficas para contrapor os efeitos adversos do envelhecimento (RADAK et al., 2016).
Estudos mostram que a pratica regular de exercicio fisico é considerada benéfica para regular
a atividade pré6 e antioxidante em individuos (DARLEY-USMAR; WISEMAN;
HALLIWELL, 1995: JACOMINI et al., 2015; MILANOVIC et al., 2013). Atua na
diminuicdo do estresse oxidativo devido a capacidade de aumentar os niveis das enzimas
antioxidantes e diminuir a expressdo da enzima NADPH oxidase, contribuindo para um
melhor equilibrio redox (WANG et al., 2019). Estudos indicam que o treinamento aerébio
promove adaptacOes favoréveis & musculatura esquelética de ratos. Entre essas mudangas,
observa-se a reducdo dos niveis de caspases-3 e da fragmentacdo do DNA, contribuindo para
um efeito protetor contra a apoptose. Além disso, hd uma diminuicdo na producdo de EROs e
um aumento da capacidade antioxidante, fortalecendo a defesa contra o estresse oxidativo,
neutralizando as EROs e protegendo as células (MIKHED; DAIBER; STEVEN, 2015;
QUADRILATERO; ALWAY; DUPONT-VERSTEEGDEN, 2011).

Esses efeitos ndo apenas reduzem o estresse oxidativo, mas também promovem o aumento
do ndmero e da funcdo mitocondrial (QUADRILATERO; ALWAY; DUPONT-
VERSTEEGDEN, 2011). A biogénese mitocondrial pode ser induzida como resposta
adaptativa, melhorando a fungdo mitocondrial e a resisténcia global ao estresse (DAM;
MITCHELL; QUADRILATERO, 2013; YUN; FINKEL, 2014). Diante disso, a préatica
regular de exercicio fisico se destaca como indutor de biogénese mitocondrial ao desencadear
um estresse fisioldgico transitério. Evidéncias mostram que a atividade contratil estimula a
biogénese mitocondrial por meio do aumento nas concentracdes de calcio citoplasmatico e da
formacdo do complexo calcio/calmodulina, além de um maior consumo de oxigénio e a
formagdo de EROs (GOMEZ-CABRERA; DOMENECH; VINA, 2008). Ainda, sugere-se que
ocorre um aumento da razdo AMP/ATP, ativando a proteina quinase dependente AMP
(AMPK), a qual atua como um sensor de energia celular. A AMPK é ativada por um aumento
da formacgdo de AMP resultante do consumo de ATP durante a contragdo muscular. Desta
forma, a AMPK desempenha diversas fun¢ées no metabolismo, incluindo a ativagéo de PGC-
la que promove a sinalizagdo para a biogénese mitocondrial e, consequentemente, melhor
balanco redox (RICHTER et al., 1987).
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Recentemente, a literatura aponta que exercicio fisico também pode estimular a secrecéo
de GDF15. Kleinert et al. (2018) observaram aumento de 34% nos niveis plasméticos de
GDF15 ap6s uma unica sessdo de exercicio fisico. Da mesma forma, aumentos transitorios
foram detectados apoés corridas de ciclismo e ultramaratona (CONTE et al., 2020; TCHOU et
al., 2009), bem como apds uma sessdo de treinamento de rugby (GALLIERA et al., 2014).
Zhang et al. (2019) mostraram que 0 aumento agudo de GDF15 induzido pelo exercicio fisico
foi associado a melhora do metabolismo energético em idosos obesos. Esses achados séo
consistentes com as evidéncias de Laurens et al. (2020), que relataram que GDF15 aumentou
ap6s mimetizar o exercicio fisico por meio da estimulacdo elétrica de miotubos humanos.

Acredita-se que o aumento dos niveis de GDF15 possa representar uma resposta
metabolica compensatoria ao estresse mecanico e metabdlico induzido pelo exercicio fisico
(CONTE et al., 2019; TCHOU et al., 2009), auxiliando na reparacdo e regeneracdo muscular
apos o exercicio agudo (DE SOUSA et al., 2021). Interessantemente, foi relatado que as
concentracfes de GDF15 em repouso estdo inversamente relacionadas a idade e a aptidao
fisica, com individuos jovens e atletas apresentando menores valores de GDF15 (CONTE et
al., 2020; ENARSSON et al., 2021).

Dessa forma, permanece incerto na literatura se 0 GDF15 é considerado exclusivamente
um marcador bioldgico ou se 0os aumentos intermitentes e repetidos de GDF15, observados
durante o exercicio, pode desempenhar um papel causal nas adaptagdes bioldgicas ao
treinamento, incluindo a melhora do perfil oxidativo. Enquanto quatro estudos observaram um
aumento nas concentraces de GDF15 apds o treinamento regular (GALLIERA et al., 2014;
PERRONE et al., 2022; REZAEI; ESLAMI; TARTIBIAN, 2024; ZHANG; FEALY;
KIRWAN, 2019), dois ndo encontraram diferencas significativas (MUNK et al., 2011; SEO et
al., 2021), e um estudo constatou uma reducgdo na concentracdo de GDF15 apds a intervencao
(CHANG; NAMKUNG, 2021). A heterogeneidade nos protocolos de treinamento e nas
populacbes estudadas dificulta a interpretacdo das adaptacdes do treinamento e do
comportamento do GDF15.

Com base nesses pressupostos, a literatura ainda carece de uma caracterizagdo detalhada
das alteracfes na concentragdo de GDF15 induzidas pelo exercicio fisico. A variedade de
fatores envolvidos no exercicio € vasta e pode gerar respostas distintas, especialmente em
grupos especiais e sob diferentes condic¢des de treinamento.

O exercicio fisico regular é amplamente reconhecido como uma estratégia eficaz para
regular a atividade pré e antioxidante, contribuindo para atenuar os danos causados pelo

estresse oxidativo, especialmente no contexto do envelhecimento. No entanto, os estudos que
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investigam a relagdo entre exercicio fisico e GDF15 apresentam resultados inconsistentes.
Recentemente, foi sugerido que o aumento do GDF15 induzido pelo exercicio fisico pode ter
efeitos anti-inflamatérios e cardioprotetores, além de melhorar o equilibrio energético, o
metabolismo lipidico, o metabolismo da glicose e a sensibilidade a insulina
(LERTPATIPANPONG et al.,, 2021; ROCHETTE et al., 2021; WENG et al., 2021).
Considerando a relevancia dessas descobertas para aplicacOes terapéuticas e a necessidade de
esclarecer o impacto do exercicio sobre o0 GDF15 e o estresse oxidativo, é fundamental

conduzir mais investigacoes.
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2 FORMULACAO DO PROBLEMA E LACUNA CIENTIFICA

A teoria dos radicais livres sugere que o acuimulo de EROs contribui para o
envelhecimento e para a disfuncdo mitocondrial, porém a interacdo entre esses fatores e suas
consequéncias para a salde em idosos permanecem pouco esclarecidas. Embora o GDF15
seja reconhecido como um biomarcador de estresse e envelhecimento, sua funcdo e seus
efeitos adaptativos ou prejudiciais ainda sdo controversos e nao totalmente compreendidos.

Adicionalmente, enquanto a literatura indica que o exercicio fisico pode induzir a secrecdo
de GDF15 e melhorar o equilibrio redox, as evidéncias sdo inconsistentes quanto ao impacto
do exercicio regular sobre os niveis de GDF15 e sua associacdo com o estresse oxidativo e a
funcdo mitocondrial. A falta de consenso nos resultados sobre como o GDF15 responde ao
exercicio, especialmente no envelhecimento, sugere a necessidade de mais pesquisas. Assim,
é crucial investigar com mais profundidade como o exercicio fisico influencia os niveis de
GDF15, o estresse oxidativo e a funcdo mitocondrial, e entender se esses efeitos podem ser
explorados para intervencdes terapéuticas eficazes na promocdo da salde e longevidade.

Visando responder as questfes levantadas, a presente tese de doutorado é composta por
trés estudos, apresentados em trés capitulos. Capitulo I: revisdo sistematica; capitulo 1I:
estudos experimentais realizados em modelo animal (ratos Wistar); e capitulo IlI: estudos

experimentais realizados em culturas de células C2C12.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do treinamento aerobio sobre a relacdo entre a expressdo de GDF15 e

0 estresse oxidativo no envelhecimento.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo |

a) Revisar sistematicamente o efeito do exercicio fisico agudo e cronico sobre a

expressao do GDF15;

Capitulo Il - Estudo experimental em modelo animal

a) Comparar o impacto do envelhecimento sobre a capacidade fisica, estresse oxidativo e

expressao de GDF15 entre ratos jovens e idosos;

b) Analisar o efeito do treinamento aerdbio para atenuar o impacto do envelhecimento

em ratos idosos;

c) Verificar a relacdo entre a concentragdo de GDF15 com o nivel de capacidade fisica,
idade e estresse oxidativo;

Capitulo 111 - Estudo experimental em cultura celular

a) Analisar a expressdo de GDF15 em células C2C12 em diferente estagio celular

(mioblastos e miotubos) e sua relagdo com a fungdo mitocondrial,

b) Avaliar o efeito protetor do GDF15 apés a indugdo do fendtipo oxidativo

mitocondrial;
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3.2 HIPOTESE

O presente estudo espera que, embora 0 GDF15 seja expresso em contexto de estresse
fisiologico, ele apresente um efeito protetor associado a atenuacdo dos efeitos do
envelhecimento, dentre eles, estresse oxidativo e morte celular. Além disso, o treinamento
aerobio pode desempenhar um papel para reducdo dos niveis de GDF15 em repouso, uma vez
que o treinamento crénico promove reducdo do estresse oxidativo, melhorando a funcgéo

mitocondrial.
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4 CAPITULO I. ESTUDO DE REVISAO SISTEMATICA

A literatura indica que o exercicio fisico pode estimular a secrecdo de GDF15, no
entanto, ainda h& pouco conhecimento sobre o efeito especifico de diferentes tipos de
exercicio fisico sobre a expressdo de GDF15. Portanto, o presente estudo teve como objetivo
realizar uma revisao sistematica sobre o efeito do exercicio fisico agudo e crénico sobre a
expressao de GDF15 em humanos.

Este estudo foi concluido e submetido a revista Sports Medicine. Reia, T.A; Malta,
E.S; Dutra, Y.M; Cruz, M.V; Silva, R.F; Zago, A.S. Effects of acute and chronic exercise on
GDF15 expression in humans: A Systematic Review.

4.1 METODOS

A presente revisdo sistematica foi conduzida segundo as recomendac6es da Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (MOHER et al., 2009)
e registrada em um banco de dados internacional de revisbes sistematicas em salde e
assisténcia social (PROSPERO CRD42024459181). Dois autores independentes realizaram
0s processos de selecdo e extracdo de dados (TAR e ESM), a andlise de qualidade
metodoldgica (RFS e MVC) e a analise do risco de viés (YMD e MVC). Discrepancias entre

os avaliadores foram resolvidas por um terceiro autor (ASZ).

4.1.1 Estratégia de busca

Foi realizada uma busca eletrénica nas seguintes bases de dados: MEDLINE/PubMed,
Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL) e Embase. A busca na literatura
foi finalizada em 28 de fevereiro de 2024. As bases de dados foram pesquisadas utilizando a
combinagdo dos seguintes descritores (aplicados aos titulos e resumos): (1) growth
differentiation factor 15 OR GDF-15 OR GDF15; AND (2) exercise OR physical activity OR
physical exercise. Foram excluidos artigos que ndo foram publicados em inglés, e ndo foi

aplicada restrigdo de data na busca.

4.1.2 Selecéo dos estudos
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Todos os artigos com texto completo acessivel foram selecionados para avaliacao,
caso fossem considerados elegiveis por pelo menos um revisor. O processo de selecdo dos
estudos foi dividido em duas etapas: (1) os titulos e resumos dos estudos selecionados foram
analisados quanto a relevancia e (2) o texto completo dos artigos selecionados na primeira
etapa, foi analisado e considerado para inclusdo com base nos critérios pre-definidos. Além
disso, as referéncias dos estudos selecionados foram examinadas para a identificacdo de
outros estudos elegiveis.

Os critérios de inclusdo dos estudos foram: (1) ensaios clinicos ou investigacdes
originais; (2) realizados com humanos; (3) associados ao exercicio fisico (agudo ou programa
de treinamento regular); (4) que realizaram avaliacGes pré e pos exercicio fisico agudo ou
programa de treinamento regular das concentragdes de GDF15 em amostras de sangue ou
musculo. Secdes de livros, teses, dissertacdes, artigos de opinido, estudos observacionais,
artigos de conferéncias, intervengbes com suplementacdo e/ou métodos invasivos (como
intervencdes cirdrgicas, administracdo intravenosa de fluidos ou nutrientes, medicamentos,
agentes anestésicos e contrastes), e revisdes que passaram pelo filtro inicial foram excluidos
posteriormente. O software Mendeley Desktop 1.17.13 (Elsevier, NY, EUA) foi utilizado para

a gestdo dos artigos e exclusdo de duplicatas.

4.1.3 Extracgao de dados e categorizacao

O processo de extracdo de dados foi realizado utilizando um formulario padronizado
que incluia detalhes como o delineamento do estudo, caracteristicas dos participantes,
protocolo de exercicio utilizado e os desfechos medidos.

Inicialmente, os dados foram categorizados conforme as caracteristicas dos
participantes, permitindo a investigacdo dos dados de diferentes populagdes. Esses dados
foram divididos em adultos saudaveis e grupos especiais (incluindo idosos ou participantes
com alguma doenca ou fator de risco). Posteriormente, os artigos foram categorizados
segundo o tipo de exercicio fisico: exercicio fisico agudo ou programa de treinamento regular.
Para o exercicio fisico agudo, os dados foram apresentados como tipo de exercicio realizado,
tempo e duracdo da sessdo. Para o programa de treinamento regular, foram extraidos dados
sobre o tipo de exercicio, duracdo da sessdo de treinamento, frequéncia e duracdo do

programa de treinamento. Quanto aos desfechos avaliados, os dados foram separados de
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acordo com os métodos utilizados para avaliar as concentracbes de GDF15 (plasma ou
masculo).

Na presente revisdo, o principal desfecho investigado foi o nivel de concentracao
plasmatica ou muscular de GDF15 ap0s exercicio fisico agudo ou regular. Esses resultados
sdo apresentados como mediana (percentil) ou média + desvio padrdo (DP), erro padrdo (EP)
e intervalo de confianga (IC). O software MATLAB (The MathWorks Inc., Natick, MA,
EUA) foi utilizado para os dados extraidos de figuras (VIEIRA, 2021).

4.1.4 Anélise dos dados

A heterogeneidade da populacdo e das intervenc@es tornou inviavel a realizacdo de
uma meta-analise. Portanto, uma abordagem de andlise narrativa foi adotada para esta revisao

sistematica.

4.1.5 Avaliacdo de qualidade e risco de viés

A escala PEDro foi utilizada para analisar a qualidade dos ensaios clinicos,
considerando 10 critérios. Com base nas pontuacfes totais, os estudos foram classificados
como "qualidade excelente” (9 ou 10 pontos), "boa qualidade™ (6-8 pontos), "qualidade
razoadvel" (4 ou 5 pontos) ou "baixa qualidade" (<3 pontos) (DE MORTON, 2009). A
avaliacdo da qualidade ndo foi utilizada como critério de inclusdo.

Devido as diferencas nos desenhos experimentais dos estudos incluidos, julgou-se
mais apropriado usar dois instrumentos distintos para avaliar o risco de viés na presente
revisao. As Diretrizes da Colaboracdo Cochrane foram utilizadas para avaliar o risco de viés
dos ensaios clinicos (ou seja, estudos que prospectivamente atribuem intervencdes
relacionadas a saude dos participantes) (Notice of Revised NIH Definition of Clinical Trial,
[s.d.]), e a Avaliacdo Critica do Instituto Joanna Briggs (JBI) foi utilizada para estudos de
série de casos (ou seja, estudos que fazem observacdes em uma serie de individuos recebendo
a mesma intervencdo) (MATHES; PIEPER, 2017). A andlise do risco de viés foi calculada
segundo as diretrizes da Colaboragdo Cochrane, utilizando o software Review Manager,
Versdo 5.3. O risco de vieés foi classificado como alto, baixo ou incerto, considerando cinco
dominios metodologicos (selecdo, desempenho, deteccédo, atrito e relato) (HIGGINS et al.,
2011). Além disso, a avaliacdo do JBI foi utilizada para avaliar dominios especificos dos

estudos, por meio de 10 perguntas que poderiam ser respondidas com "sim", "nédo", "incerto"
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ou "ndo aplicavel” (baixo risco >70% de "sim", risco moderado 50-69% de "sim", e alto risco
<50% de "sim") (MUNN et al., 2020). Qualquer divergéncia entre os revisores foi discutida e

resolvida por consenso.

4.2 RESULTADOS

4.2.1 Resultados da busca

No total, 397 artigos foram identificados nas buscas nos bancos de dados: 256 artigos
no EMBASE, 84 no MEDLINE e 57 na CENTRAL. Apos a exclusdo de artigos duplicados,
os titulos e resumos de 302 artigos foram analisados, em seguida, 19 estudos foram
selecionados para analise do texto completo. Finalmente, 18 artigos atenderam aos critérios
para revisdo final e extracdo de dados. Nenhum estudo adicional foi incluido apos a revisao
das referéncias. O processo de selegdo dos estudos é apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Fluxograma para a selecdo dos estudos.
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4.2.2 Caracteristicas dos estudos e dos participantes

A descricdo geral de cada estudo estd apresentada na Tabela 1. Dezoito artigos,
publicados entre 2009 e 2024, foram selecionados para a analise final. O nimero total de
participantes nesses estudos foi de 546. A maioria dos estudos incluiu apenas homens
(CAMPDERROS et al., 2020; DE SOUSA et al., 2021; GALLIERA et al., 2014; KALETA-
DUSS et al., 2020; KLEINERT et al., 2018; PLOMGAARD et al., 2022; SABARATNAM et
al., 2024; TCHOU et al., 2009), embora alguns tenham incluido apenas mulheres (CHANG;
NAMKUNG, 2021; SEO et al., 2021), ou uma combinagdo de homens e mulheres (CONTE et
al., 2020; PERRONE et al., 2022; QUIST et al., 2023; YARDLEY et al., 2017; ZHANG,;
FEALY; KIRWAN, 2019). A média de participantes por estudo foi de 30.3 £+ 4.9, variando
entre 7 e 90, e as faixas etarias médias variaram entre 24.0 £ 2.5 e 74.9 £ 4.6 anos. Os estudos
incluiram sujeitos saudaveis (KLEINERT et al., 2018; PLOMGAARD et al., 2022), jogadores
de rugby (GALLIERA et al., 2014), ciclistas (CONTE et al., 2020), corredores bem treinados
(DE SOUSA et al., 2021; KALETA-DUSS et al., 2020; TCHOU et al., 2009), atletas
recreativos (CAMPDERROS et al., 2020), triatletas moderadamente treinados e de elite
(KLEIN et al., 2021a), pacientes com sindrome metabolica (CHANG; NAMKUNG, 2021),
doencgas cardiovasculares (MUNK et al., 2011; PERRONE et al., 2022; YARDLEY et al.,
2017), idosos com sarcopenia (REZAEI; ESLAMI; TARTIBIAN, 2024; SEO et al., 2021),
individuos com sobrepeso/obesidade (QUIST et al., 2023; ZHANG; FEALY; KIRWAN,
2019) e pacientes com diabetes tipo 2 (SABARATNAM et al., 2024).



Tabela 1 - Caracteristicas e resultados dos estudos incluidos.
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Autor/ Ano/  Participantes Condicdo Treinamento  Analise Resultados Fonte dos
Desenho de dados
experimental GDF15
Tchouetal, Homens Exercicio agudo: N/A Soro/ Basal: 563.9 + 57.1 pg-mL™" Tabela 1
2009/ saudaveis - Ultramaratona: 246 km ELISA P6s: 2,311.1 + 462.3 pg-mL™*
transversal corredores em menos de36h P6s-48h: 862.0 + 158.0 pg-mL™**
(n=15); idade
média
41.2+1.2 anos
Munk et al., Pacientes com Programa de treinamento: 1h por sessao; Plasma/ Treinamento Figura 4~
2011/ angina estavel - IT: 4 blocos de 4min a 3x/sem por 6 imunorr Basal: 12,240+3,958 ng-L™
paralelo e e implantagéo 80-90% da FCxcom meses adiomét Pés: 14,835+4,876 ng-L™
controlado de stent pausas ativas de 3min a rico
(n=36); idade 60-70% da FCx Controle:
média (bicicleta ou corrida) Basal: 12,974+3,224 ng-L™*
60.2+9.3 anos - RT: 10min de exercicios P6s: 12,031+2,437 ng-L™
abdominais e de coluna
Training
(n=18) Condicéo controle:
Control (n=18) - Sem treinamento
Galliera et Jogadores Programa de treinamento: TR, pliometria,  Soro/ Basal: 152.6 + 33.4 ng-L™* Tabela 1
al., 2014/ profissionais Treinamento habilidadesde  ELISA P6s: 193.9+ 47.7 ng-L™*
transversal de rugby multicomponente: rugby e/ou TI:
(n=29); - TR, exercicio - 2h por sesséo
27.7£3.9 anos pliométrico e para (1 ou mais
habilidades de rugby, TI, tipos de
esportes livres e TE treino);
3x/sem por
35 dias.
TI, TE, e

esportes livres:



Yardley et
al., 2017/
crossover

Kleinert et
al., 2018/
transversal

Zhang et al.,
2019/
transversal

Campderros
et al., 2020/
transversal

Conte et al.,

Pacientes com
transplante
cardiaco
(n=14)

Homens
sudaveis
(n=7); 271
anos

Obesos
sedentarios
(n=24); 65.3+
0.9 anos

Atletas
recreacionais
masculinos
(n=18); 41.7
+5.0 anos
Ciclistas

Exercicio agudo:

- EE: 30min de corrida a
60-70% do esforco
maximo.

- El: 4 blocos de 4min de

corrida a 85-95% do

esforco maximo, com 3

min de pausa ativa a 60-

70% do esfor¢o maximo,

em esteira

Exercicio agudo:

- EE: 1hado 67% do
VO,max €M ciclo
ergdmetro

Programa de treinamento:

- TE: esteira e/ou ciclo
ergbmetro a 85% da
I:szix

Exercicio agudo:
- Maratona: 42.2 km

Exercicio agudo:

- 2h por sessao;
1x/sem por
35 dias

N/A

N/A

1h por sessao;
5x/sem por 12
semanas

N/A

N/A

Plasma/
ELISA

Plasma/
ELISA

Plasma/
ELISA

Plasma/
ELISA

Plasma/

EE®:

Basal: 1.03+0.11 ng-mL™*
P6s-15min: 1.20+0.19 ng-mL™
P6s-30min: 1.19+0.19 ng-mL™*
Pés-1h: 1.12+0.19 ng-mL™
P6s-2h: 1.10+0.19 ng-mL™

El:

P6s-15min: 1.10+0.11 ng-mL™
P6s-30min: 1.15+0.11 ng-mL™
Pés-1h: 0.96+0.11 ng-mL™
Pés-2h: 0.93+0.08 ng-mL™

EE:

Basal: 206.4+28.0 pg-mL™
P6s-10min: 265.6+38.1 pg-mL™**
Pés-2h: 345.4 +45.9 pg-mL™**

Basal: 644.11+42.55 pg-mL™
Pés: 704.37 + 47.19 pg-mL™'*

Basal: 372.8 + 21.2 pg-mL™*
P6s: 1,164 + 124.7 pg-mL™*
P6s-48h: 347.6 + 15.8 pg-mL™

Basal: 540.2+80.2 pg-mL™*
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2020/
transversal

Kaleta-Duss
et al., 2020/
transversal

de Sousa et
al., 2021/
transversal

Seoetal,
2021/
paralelo

Chang et al.,
2021/
paralelo

(n=47); 45.93
+ 7.3 anos

Corredores
amadores
(n=35);39+8
anos

Corredores
amadores
Brasileiros
(n=57);
41.1+0.9 anos

Mulheres
idosas com
sarcopenia
(n=22)

TR (n=12):
70.3+5.4
anos

Controle
(n=10): 729 =
4.8 anos

Mulheres com
sindrome
metabolica

- Ciclismo de estrada: 130
km; Inclinacdo total de
1,871m; Duracéo: 7.5h
tempo maximo
permitido

Exercicio agudo:
- Maratona: 42.2 km por
234 + 25 min

Exercicio agudo:

- Maratona: 42 km
running por 248.9 + 5.8
min

Programa de treinamento:

- TR: grande grupo
muscular com treino
adicional para pequeno
grupo muscular usando
elastico a 4-8 da Escala
OMNI

Condigéo controle:

- Sem treinamento

Programa de treinamento:
- TE+TR: sessao aer6bia
com RPE entre 11—

ELISA
N/A Soro/

ELISA
N/A Plasma/

ELISA
1h por sessdo; Plasma/
3x/sempor 16  ELISA

semanas

1h por sesséo; Soro/
3x/sempor 12  ELISA
semanas

P6s: 1,623.0£73.1 pg-mL™*
Pés-24h: 818.5+80.3 pg-mL™***

Basal: 51.0 + 27.6 pg-mL™
Pés: 137.3 + 85.2 pg-mL™**
Pés-2sem: 51.7 + 24.5 pg-mL™

Basal: 57.6 (limite superior; limite
inferior: 339.7; 22.0) pg-mL™
P6s: 114.3 (511.6; 28,3) pg-mL™*
P6s-24h: 52.4 (238.0; 11.5)
pg-mL*

P6s-72h: 66.0 (444.5; 18.8)
pg-mL*

TR:
Basal: 902.0 + 406.9 pg-mL™
Pés: 961.8 + 355.8 pg-mL™*

ControlE:
Basal: 831.0 + 262.8 pg-mL™
Pés: 949.3 + 326.7 pg-mL™

TE + TE:
Basal: 642.6 + 65.0 pg-mL™
P6s: 570.3 + 56.1 pg-mL™*

Tabela 3

Texto

Tabela 6

Texto

38



Kleinetal.,
2021/
Estudo 1:
Crossover;
Estudos 2
and 3:
transversal

(n=29)

TE+TE
(n=15): 60.2 +
7.9 anos

Controle
(n=14):
57.5+12.2
anos

Estudo 1:
homens
moderadament
e treinados
(n=20); 24 +
3.2 anos

EE (n=10); ER
(n=10)

Study 2:
triatletas
masculinos de
elite (n=15);
27.0+3.1
anos

Estudo 3:
homens
moderadament
e treinados
(n=20); 32.0 +
8.5 anos

13/14-16 e treinamento
de forca a 7-8 na escala
de OMNI

Condicdo controle:
- Sem treinamento

Plasma/
ELISA

Exercicio agudo: N/A
Estudo 1:

- EE: 1h de ciclismo a
70% do VOqgico.

- ER: 1h com alto volume.
Estudo 2:

- EE: 4h de ciclismo a
73% da FCx

Estudo 3:

- Maratona: 42.2 km for
243 £ 8 min

Controle:
Basal: 516.3+62.3 pg-mL™
P6s: 520.5+61.9 pg-mL™

Estudo 1:

EE:

Basal e: 285.7+19.3 pg-mL™
Pés: 329.3+15.3 pg-mL™"
Pés-1h: 366.7 +13.0 pg-mL™
P6s-2h: 357.3 +12.6 pg-mL™"
P6s-3h: 355.3 +10.6 pg-mL™"

ER:

Basal: 273.5+11.8 pg-mL™
Pés: 304.6+13.0 pg-mL™
Pés-1h: 283.3+16.5 pg-mL™*
P6s-2h: 320.7+15.7 pg-mL™"
P6s-3h: 334.1+0.0 pg-mL ™"

Estudo 2:

Basal: 350.5+0.0 pg-mL™
Durante: 501.2+0.0 pg-mL™
P6s: 1,851.1+262.2 pg-mL™*"
P6s-4h: 832.1 +75.4 pg-mL™
P6s-24h: 353.8+0.0 pg-mL™

Estudo3:
Basal: 363.6+0.0 pg-mL™

Figura
1ABC”
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Perrone et
al., 2022/
transversal

Plomgaard et
al., 2022/
transversal

Quist et al.,
2023/
transversal
somente
visita 1

Rezaei et al.,
2024/
paralelo

Pacientes com
sindrome da
hipoplasia do
coracéo
esquerdo
(n=12); 24 +
2.5 anos

Homens
saudaveis
(n=10)

Adultos
sedentarios
com
sobrepeso/obe
sidade (n=90);
36 * 28 anos

Homens
idosos com
sarcopenia
(n=19); 749 +
4.6 anos

TR (n=10)

Programa de treinamento:
- TE: caminhada e corrida
na esteira ou bicicleta a

70% da FCx

Exercicio agudo:
= EE 2h a 60% dO VOZmaX
em cicloergbmetro

Exercicio agudo:
-EE: ~1h a 60% do VO,
em cicloergbmetro

Programa de treinamento:

- TR: treinamento em
suspensdo, corpo inteiro,
a 60-65% de 1RM

Condigéo controle:
- Sem treinamento

40min por
sessdo; 3x/sem
por 4 semanas

N/A

N/A

1h por sesséo;
3x/sem por 8
semanas

Sangue/
ELISA

Plasma/
ELISA

Plasma/
ELISA

Soro/
ELISA

P6s: 1.628.3+193.4 pg-mL™""
Pés-4dias: 347.2+0.0 pg-mL™*
P6s-9dias: 334.1+0.0 pg-mL™*

Basal: 441.0 + 94.2 pg-mL™

Pés: 590.1 + 126.8 pg-mL™**

Basal: 338.1+24.9 ng-L™*
Durante: 386.6+32.8 ng-L™
Pés: 407.6+36.7 ng-L™

P6s-30min: 495.4+60.3 ng-L™
P6s-1h: 601.5 +95.7 ng-L™"

Pés-2h: 567.5+104.8 ng-L ™"

P6s-3h: 521.6 +79.9 ng-L*
P6s-4h: 532.1 +61.6 ng-L™

Basal: 464 (423, 508)
Pos: 547 (499, 600)

P6s-30min: 353 (488, 586) *

P6s-1h: 611 (577, 669) **

Exercicio®:
Basal: 340.1 + 66.9 ng-L™
P6s: 365.7 + 75.0 ng-L*

Controle:
Basal: 290.3 + 36.4 ng-L*
Pés: 300.2 + 39.9 ng-L™**
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Controle (n=9)

Sabaratham  Homens Exercicio agudo: N/A Plasma; Expressdo mRNA: Figura
et al., 2024/ sobrepesos/ob - EE: 1h a 70% do VO pmax masculo Grupo Diabetes Tipo 2 1AB~
paralelo esos com T2D em cicloergbmetro | ELISA Basal: 0.76+0.1 a.u.

(n=13),55.4 + e PCR, Pds: 2.71+0.5a.u.*

2.0 anos; respecti P6s-3h; 1.22+0.3 a.u.**

Controle vamente

(n=14), 54.7 = Controle

2.3 yrs Basal: 0.62+0.1 a.u.

Pés: 1.86+0.3 a.u.*
P6s-3h: 0.76+0.1 a.u.**

Soro:

Grupo Diabetes Tipo 2
Basal: 615.3+49.1 pg-mL™
Pés: 749.0+70.8 pg-mL™
P6s-3h: 745.0+68.8 pg-mL™"

Controle

Basal: 522.9+39.3 pg-mL™
P6s: 599.5+47.2 pg-mL™"
P6s-3h: 572.0+49.1 pg-mL™"

Dados apresentados como mediana (+ 5° - 95° percentil) ou média (+ desvio padrdo, erro padrdo ou intervalos de confianga). TI: Treinamento intervalado; El: Sessdo de
exercicio intervalado; TR: Treinamento resistido; ER: Sessdo de exercicio resistido; TE: Treinamento de endurance; EE: Sessdo de exercicio de endurance; T2D: Diabetes
tipo 2; N/A: Néo aplicavel; *: p<0,05 em relacdo ao basal; *: p<0,05 em relagdo ao pés-exercicio; *: p<0,05 efeito de grupo; &: p<0,05 entre grupos; % alteracdo percentual em
comparacdo ao basal; ”: alteracdo percentual em comparacio ao pés-exercicio; © alteracdo percentual comparado ao p6s-30min; : valores aproximados.
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4.2.3 Caracteristicas das intervencoes e desfechos

Todos os estudos avaliaram as concentragdes de GDF15 no sangue por meio de
ELISA, antes e apds a intervencdo. Um artigo, além das amostras de sangue, analisou as
concentracdes de GDF15 no musculo utilizando gRT-PCR (SABARATNAM et al., 2024). As
medidas de GDF15 foram realizadas ap6s ultramaratona (TCHOU et al., 2009), maratonas
(CAMPDERROS et al., 2020; DE SOUSA et al., 2021; KALETA-DUSS et al., 2020) e
sessOes de exercicio de endurance (EE) (CONTE et al., 2020; KLEINERT et al., 2018;
PLOMGAARD et al., 2022; QUIST et al., 2023; SABARATNAM et al., 2024; YARDLEY et
al., 2017), e um estudo investigou trés exercicios agudos diferentes: EE combinado com
exercicio de resisténcia (ER), sesséo de EE e corrida de maratona (KLEIN et al., 2021). Todos
o0s estudos mostraram aumentos significativos nas concentracdes de GDF15 no sangue apos 0
exercicio agudo (aumento médio de 110.9%, variando de 4.5% a 347.8%). Alguns estudos
relataram que o0s niveis de GDF15 diminuiram ap6s 24h (CONTE et al., 2020), 48h
(CAMPDERROS et al., 2020; TCHOU et al., 2009) e 2 semanas (KALETA-DUSS et al.,
2020) durante o periodo de recuperacéo.

Sete estudos analisaram os efeitos do GDF15 apds programas de treinamento regular.
O protocolo de treinamento mais comum foi de 3 dias por semana, com duracdo variando
entre 4 e 16 semanas, e apenas um estudo adotou uma duracdo de 6 meses (MUNK et al.,
2011). Dois estudos submeteram os voluntarios ao treinamento de endurance (TE) como
intervencdo (PERRONE et al., 2022; ZHANG,; FEALY; KIRWAN, 2019), dois ao
treinamento resistido (TR) (REZAEI; ESLAMI; TARTIBIAN, 2024; SEO et al., 2021), um
ao treinamento intervalado (TI) versus TR (MUNK et al.,, 2011), outro ao treinamento
multicomponente (GALLIERA et al., 2014), e um TE combinado com TR (CHANG;
NAMKUNG, 2021). Os niveis de GDF15 aumentaram ap6s o treinamento regular em quatro
estudos (GALLIERA et al., 2014; PERRONE et al., 2022; REZAEI; ESLAMI; TARTIBIAN,
2024; ZHANG; FEALY; KIRWAN, 2019), enquanto dois estudos ndo apresentaram
diferengas significativas (MUNK et al., 2011; SEO et al., 2021), e um estudo observou uma
reducdo na concentracdo de GDF15 apds a intervencdo (CHANG; NAMKUNG, 2021).



4.2.4 Qualidade metodoldgica

43

Entre os estudos incluidos, 5 foram considerados ensaios clinicos (CHANG;
NAMKUNG, 2021; MUNK et al., 2011; QUIST et al., 2023; REZAEI, ESLAMI;

TARTIBIAN, 2024; SEO et al., 2021), atingindo uma pontuacdo média de 7.8 + 0.5 u.a na

escala PEDro, indicando uma boa qualidade. As pontuacGes de cada estudo estdo disponiveis

em Apéndice A. O resumo do risco de viés desses ensaios clinicos é apresentado na Figura 3.

De modo geral, os ensaios clinicos incluidos nesta revisdo apresentaram baixo risco de viés.

Os 5 estudos incluidos apresentaram informac6es explicitas sobre os métodos utilizados para

0 cegamento dos participantes e da equipe, dados de desfecho incompletos, relato de desfecho

seletivo e outros vieses. Dos 5 estudos incluidos, 4 apresentaram informac6es insuficientes
sobre 0 processo de alocacdo (MUNK et al., 2011; QUIST et al., 2023; REZAEI; ESLAMI;
TARTIBIAN, 2024; SEO et al., 2021), 3 sobre a geracdo de sequéncia aleatéria (MUNK et
al.,, 2011; QUIST et al.,, 2023; REZAEI; ESLAMI; TARTIBIAN, 2024) e 3 sobre o

cegamento das avaliagdes de desfecho (MUNK et al., 2011; REZAEI,

TARTIBIAN, 2024; SEO et al., 2021).
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Figura 3 - Resumo do risco de viés dos estudos clinicos incluidos.

ESLAMI,

Os demais estudos incluidos (ou seja, 13 artigos) foram considerados séries de casos, e

os resultados sdo apresentados na Tabela 2. Cinco dos 13 estudos (38%) foram considerados
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de alto risco de viés, 5 (38%) foram considerados de baixo risco, e 3 foram considerados de
risco moderado (23%). A maioria dos estudos relatou adequadamente as caracteristicas
demogréaficas dos participantes (61% dos estudos) e utilizou métodos estatisticos apropriados
(100% dos estudos). No entanto, a maioria das series de casos forneceu informacgdes
insuficientes para avaliar a inclusdo completa dos participantes no estudo (resposta "incerta™
em 91% dos estudos para a questdo 5) e faltaram informagfes sobre os critérios de inclusdo
(nenhuma resposta em 38% dos estudos para a questdo 1) e a inclusdo consecutiva (nenhuma

resposta em 54% dos estudos para a questdo 4) dos participantes.

Tabela 2 - Avaliacdo de risco de viés do JBI para estudos de série de casos.

Estudo Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9 Q10 Sim* Risco®
Campderrés et al., N N.A.  NA S | S N.AA. NA.  NA S 60% MODERADO
Conte et al., N | | N.A. | S N N.A.  N.A. S 28% ALTO
De Sousa et al., S N.A. NA N | S N.AA. NA.  NA S 60% MODERADO
Galliera et al., S N.A.  NA S | S N.AA. - NA.  NA S 80%  BAIXO
Kaleta-Duss et al., S N.A. NA. S | S N.AA. NA.  NA S 80%  BAIXO
Klein et al., N N.A. NA N | S N.AA. NA.  NA S 40% ALTO
Kleinert et al., S N.A.  NA N | S N.A. NA.  NA S 60% MODERADO
Perrone et al., S U S N | N N S N.A. S 44%  ALTO
Plomgaard et al., N N.A.  NA N N N N.AA. NA.  NA S 20% ALTO
Sabaratnam et al., S S S N | S Y N.A.  NA. S 75%  BAIXO
Tchouetal.,, N N.A.  NA S | N N.A. NA.  NA S 40% ALTO
Yardley et al., S S S S N.A. S S N.A.  N.A. S 100% BAIXO
Zhang et al., S S S N.A. N.A. S N Y N.A. S 86%  BAIXO

Q: questdo; N: resposta “ndo”; S: resposta "sim”; I. resposta "incerto”; N.A.: resposta “ndo se aplica”. *: O
percentual de respostas "sim" foi calculado apenas para as perguntas aplicaveis; assim, o risco de viés foi
classificado como BAIXO com mais de 70% de respostas "sim", MODERADO com 50-69% de respostas "sim"
e ALTO com menos de 50% de respostas "sim" (MUNN et al., 2020).

4.3 DISCUSSAO

A presente revisdo sistematica avaliou o efeito do exercicio fisico sobre a expressao de
GDF15 em humanos. Os dezoito artigos incluidos mostraram que diferentes tipos de
exercicio, tal como, exercicio de resisténcia, endurance e corridas de maratona podem
promover um aumento agudo nas concentra¢des de GDF15 no sangue em diversas populagdes
(pessoas saudaveis, atletas e individuos obesos). No entanto, foi possivel observar que o efeito
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de um programa de treinamento regular podem apresentar discrepancias nesta variavel. A
concentracdo de GDF15 aumentou apds programa de treinamento em quatro estudos
(GALLIERA et al., 2014; PERRONE et al., 2022; REZAEI; ESLAMI; TARTIBIAN, 2024;
ZHANG; FEALY; KIRWAN, 2019), enquanto dois estudos ndo mostraram diferenca
significativa (MUNK et al., 2011; SEO et al., 2021) e, um estudo observou uma redugdo na
concentracdo de GDF15 apds a intervencdo (CHANG; NAMKUNG, 2021). Esses resultados
ampliam o conhecimento atual sobre o assunto e corroboram com estudos anteriores (CONTE
et al., 2020; KLEIN et al., 2021; ROCHETTE et al., 2021), os quais sugerem que o0 GDF15
pode atuar como uma resposta compensatéria as adaptacGes induzidas pelo exercicio e
contribuir para promocao da satde em diferentes populagdes.

4.3.1 Efeito do exercicio fisico agudo sobre GDF15

A maioria dos estudos avaliou o efeito do exercicio fisico agudo sobre o GDF15.
Alguns pesquisadores analisaram o0s niveis de GDF15 ap6s uma maratona e observaram um
aumento significativo em relacdo aos valores basais, com uma reducdo proximo ao inicial
dentro de 24 horas (CAMPDERROS et al., 2020; DE SOUSA et al., 2021; KALETA-DUSS
et al., 2020; KLEIN et al., 2021; TCHOU et al., 2009). No estudo conduzido por Tchou et al.
(2009), o qual investigou a concentracdo de GDF15 em atletas masculinos que participaram
de uma ultramaratona de 246 km, foram realizadas medidas antes, ao final da corrida e 48
horas ap6s a conclusdo do evento. Os resultados mostraram um aumento na concentracao de
GDF15 do inicio até o final da corrida, com uma reducdo observada 48 horas depois.

Neste estudo, as concentracdes de endoglina e peptideo natriurético tipo B N-terminal
(NT-pro-BNP) também aumentaram significativamente ao final da corrida, possivelmente
devido ao aumento do estresse miocardico, e diminuiram abruptamente 48 horas ap0s a
corrida (TCHOU et al., 2009). Esse aumento transitério parece apoiar a hipotese de fadiga
cardiaca resultante do estresse miocardico associado ao exercicio fisico (EGGERS et al.,
2008). Considerando que NT-pro-BNP e GDF15 aumentaram significativamente durante a
corrida e tendem a retornar aos valores normais 48 horas ap0s a corrida, especula-se que esses
biomarcadores possam desempenhar um papel protetor para os tecidos e vasos cardiacos. O
GDF15 interage com seu receptor, GFRAL, ativando as vias PI3K/AKT e CREB1, que estao
envolvidas na resisténcia ao estresse celular e na proliferagdo celular. Além disso, regula a
angiogénese através dos receptores ALK e da fosforilagdo de Smad, auxiliando na protecdo e
reparo do miocardio (ROCHETTE et al., 2021). Essa hipotese é apoiada pelo fato de que o
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GDF15, associado a outros biomarcadores, aumenta durante o exercicio fisico intenso e tende
a normalizar durante o periodo de recuperagdo (TCHOU et al., 2009).

De maneira similar, esse comportamento do GDF15 foi observado em atletas
recreacionais (CAMPDERROS et al., 2020), corredores de maratona (DE SOUSA et al.,
2021; KALETA-DUSS et al., 2020) e homens moderadamente treinados (KLEIN et al., 2021)
que participaram da corrida de maratona (42,2 km). Durante o esforco intenso, especialmente
em eventos prolongados como maratonas, ha um aumento substancial na producéo de GDF15.
Estudos explicam que esse aumento € uma resposta ao estresse mecanico e metabolico sobre o
tecido muscular. Essas condi¢Bes ativam varias vias de sinalizacdo intracelular, incluindo a
via da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), conhecida por regular a expressdo de
genes de resposta ao estresse, incluindo o GDF15 (CONTE et al., 2019; TCHOU et al., 2009).
A literatura relata que o estresse fisiologico pode sinalizar a producdo de moléculas capazes
de estimular uma resposta compensatoria no metabolismo, bem como a producéo de GDF15
(CONTE et al., 2019).

Aparentemente, o aumento dos leucdcitos, neutrofilos e dos marcadores de dano
muscular esta associado aos niveis de GDF15 ap6s a corrida. A interacdo entre esses
peptideos parece desempenhar um papel na reparacdo e regeneracdo muscular apds corridas
prolongadas e de alta intensidade (DE SOUSA et al., 2021). Além disso, outro estudo também
mostrou que os niveis de GDF15 pés-corrida apresentaram uma correlagdo positiva com o
aumento da contagem total de leucdcitos e com a neutrofilia, supondo que GDF15 possa
servir como marcador da resposta inflamatéria e do estresse muscular, além de auxiliar na
regeneragao e adaptacio ao estresse (CAMPDERROS et al., 2020).

Kaleta et al. (2020) observaram um aumento significativo nas concentragdes de
biomarcadores cardiovasculares e GDF15 apds uma maratona, 0 que pode indicar uma
sobrecarga hemodinamica aguda do volume e da pressdo cardiaca imediatamente apds a
maratona. Esses achados corroboram com estudos que mostram que, embora as concentracfes
de GDF15 em repouso sejam inversamente relacionadas ao condicionamento fisico e a jovens
saudaveis, os niveis de GDF15 aumentam em resposta ao estresse fisioldgico transitorio,
como o exercicio fisico (CONTE et al.,, 2020; ENARSSON et al., 2021). O esforco
prolongado induz uma resposta inflamatdria e afeta os indices de estresse oxidativo, endotelial
e das paredes ventriculares, resultando em aumento nas concentracdes de GDF15 em
comparagao com controles saudaveis (TCHOU et al., 2009).

Além disso, Conte et al. (2020) relataram que a concentragdo de GDF15 no sangue

esta inversamente associada ao nivel de atividade fisica e associado a marcadores de
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inflamacéo e fraqueza muscular. Pacientes inativos apresentavam concentragdes mais altas de
GDF15, enquanto pessoas ativas, como ciclistas antes da corrida, exibiam niveis mais baixos
em comparagdo com os sujeitos controle. No entanto, exercicios fisicos intensos levaram a um
aumento dramatico nos niveis plasmaticos de GDF15 nos ciclistas, que apds a corrida se
igualaram aos niveis observados no grupo controle (CONTE et al., 2020). Uma possivel
explicagdo é que o aumento transitério de GDF15 seja uma resposta adaptativa ao estresse
agudo, ajudando a equilibrar as respostas oxidativas e inflamatorias para proteger o miocardio
e outros tecidos contra os danos provocados pelo exercicio (DE SOUSA et al., 2021).

De maneira semelhante, esse comportamento do GDF15 foi observado em triatletas de
elite (KLEIN et al., 2021) e em individuos saudaveis (KLEINERT et al., 2018;
PLOMGAARD et al., 2022) ap6s 4 horas e 1-2 horas em cicloergbmetro, respectivamente.
Notavelmente, o aumento do GDF15 foi mais pronunciado ap6s maratonas em comparacao
com o cicloergdbmetro. Além disso, foi relatado que exercicios vigorosos de resisténcia, com
duracdo superior a 2 horas, resultam em concentra¢es de GDF15 semelhantes as observadas
em pacientes com doencas mitocondriais, infeccdes e cancer (KLEIN et al., 2021). Esses
achados confirmam que o exercicio prolongado provoca uma resposta inflamatoria e afeta
significativamente os indices de estresse oxidativo, levando a um aumento nos niveis de
GDF15 (TCHOU et al., 2009).

Acredita-se que o aumento do GDF15 induzido pelo exercicio fisico desempenhe um
papel na fadiga como uma estratégia para proteger o organismo e conservar energia (KLEIN
et al., 2021). Além disso, a privacdo cronica de energia foi associada a niveis elevados de
GDF15 no plasma, apoiando a ideia de que o GDF15 estd envolvido na sinalizagéo
metabdlica em humanos (PLOMGAARD et al., 2022).

Por outro lado, Yardley et al. (2017) compararam as respostas de GDF15 em pacientes
com transplante cardiaco antes, durante e ap6s sessdes de exercicio de alta intensidade versus
sessOes de exercicio de intensidade moderada. Ambas as sessdes de treinamento apresentaram
um aumento modesto nos niveis de GDF15. E importante destacar que niveis elevados de
GDF15 tem sido relatados como biomarcadores de varias condi¢Bes, como doencas
cardiovasculares (CONTE et al., 2019; HAGSTROM et al., 2017), o que pode explicar essa
resposta no presente estudo, uma vez que os valores ja estavam elevados no inicio. Outra
possivel explicacdo ¢ a duracdo das sessdes em comparacdo com o0s estudos mencionados, que
pode ndo ter sido suficiente para elevar os niveis de GDF15 (TCHOU et al., 2009).

Consistente com isso, observou-se um aumento na expressao génica muscular e nos

niveis séricos de GDF15 em ambos o0s grupos (sobrepeso/obesos com diabetes tipo 2 e
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controle) apds 1 hora em cicloergdmetro (SABARATNAM et al., 2024). No entanto, durante
a recuperagdo, a expressdo muscular de GDF15 diminuiu em direcdo aos valores basais,
enquanto os niveis séricos de GDF15 permaneceram elevados. Essa falta de correlacdo entre
as mudangas na expressdo muscular e os niveis circulantes de GDF15 sugere que o masculo
pode ndo ser o principal tecido responsavel pelos elevados niveis circulante de GDF15 em
resposta ao exercicio agudo (SABARATNAM et al., 2024). Kleinert et al. (2018) também
relataram que esse aumento ndo parece ser mediado somente pela secrecdo de GDF15 do
musculo em exercicio, uma vez que as concentracdes venosas e arteriais de GDF15 na perna
exercitada foram semelhantes. E possivel que o GDF15 seja secretado pelo musculo para
atuar localmente de forma autdcrina ou paracrina. No entanto, vale destacar que a expressdo
de GFRAL néo foi detectada em tecidos periféricos, incluindo o masculo esquelético, em
estudos com camundongos (MULLICAN et al., 2017). Dessa forma, supde-se que 0S
mecanismos que regulam a expressdo e secrecdo especifica de tecido durante e apds o
exercicio agudo permanecem desconhecidos.

Em resumo, esses estudos indicam que as concentracdes de GDF15 aumentam
significativamente em resposta a exercicios fisicos agudos, prolongados e de alta intensidade,
refletindo um estresse fisioldgico transitério e inflamacdo. Esses efeitos parecem ser
consistentes entre diferentes populacGes, sejam saudaveis ou grupos especiais. O retorno aos
niveis basais ap6s o exercicio pode sugerir uma associacdo do GDF15 com o processo de
recuperacdo. No entanto, é crucial reconhecer que a recuperacdo € um processo complexo e
que a relacdo entre GDF15 e recuperacdo deve ser considerada com cautela (PEAKE et al.,
2017). Essa resposta dindmica destaca o papel do GDF15 como um marcador de estresse
induzido pelo exercicio e sugere que ele possa ter fungdes protetoras e adaptativas na

modulacgéo da inflamac&o e na prote¢éo dos tecidos.

4.3.2 Efeito de um programa regular de treinamento sobre GDF15

Sete estudos desta revisdo analisaram os efeitos do GDF15 apds programas regulares
de treinamento. Foi identificada uma heterogeneidade nos protocolos de treinamento e nas
populagdes estudadas, dificultando comparagdes diretas entre os estudos, sugerindo, portanto,
que as variacdes nos treinamentos e participantes podem ter efeitos distintos nos niveis de
GDF15.

Nesse sentido, dois estudos analisaram idosos com sarcopenia apés 8 (REZAEI,
ESLAMI; TARTIBIAN, 2024) e 16 semanas de treinamento resistido (SEO et al., 2021). No



49

primeiro estudo, foi observado um aumento significativo no grupo treinado comparado ao
grupo controle. Em contraste, no segundo estudo, os niveis de GDF15 ndo mudaram apds 16
semanas de treinamento. Recentemente, niveis elevados de GDF15 foram associados com
envelhecimento e doencas ou disturbios relacionados a idade, como a sarcopenia (OBA et al.,
2024), dificultando a interpretacdo do efeito do treinamento sobre 0 GDF15 nessa populacéo.

Achados semelhantes foram relatados por Zhang et al. (2019), que analisaram 0s
niveis de GDF15 em 24 individuos obesos apds 12 semanas de treinamento de endurance. Os
autores notaram um aumento na concentracdo de GDF15, bem como uma correlacdo
significativa com a perda de massa adiposa (PLOMGAARD et al., 2022), o que pode estar
associado ao efeito lipolitico sugerido do GDF15 (LAURENS et al., 2020). No entanto, os
efeitos do treinamento fisico na obesidade sdo complexos de interpretar, pois a obesidade esta
ligada a niveis elevados de GDF15 (HAGSTROM et al., 2017). Assim, a perda de peso
induzida pelo exercicio pode complicar a avaliagdo dos efeitos do treinamento sobre a
concentracdo plasmatica de GDF15.

Nesse contexto, Munk et al. (2011) relataram que o treinamento fisico (Tl e TR)
durante 6 meses ndo alterou os niveis plasmaticos de GDF15 em 36 pacientes com angina
estavel e implante de stent. No entanto, Perrone et al. (2022) avaliaram pacientes com
sindrome da hipoplasia do coracao esquerdo ap6s 4 semanas de TE e observaram um aumento
significativo na concentracdo de GDF15. Essa discrepancia pode ser atribuida as diferengas
nos protocolos de treinamento. Tanto a intensidade quanto a duracdo do exercicio parecem ser
determinantes primarios da secrecdo de GDF15 induzida pelo exercicio (GIL et al., 2019;
KLEIN et al., 2021). Outra explicacdo € que niveis elevados de GDF15 séo reconhecidos
como um biomarcador de doencas cardiovasculares (ROCHETTE et al., 2021). Portanto, a
interpretacdo desses resultados pode ser complexa, jA que biomarcadores cardiacos estdo
ligados as variagcBes nas concentracdes de GDF15. Estudos indicam que camundongos
deficientes de GDF15 apresentam uma area de infarto maior e maior apoptose de
cardiomidcitos, sugerindo que o GDF15 enddgeno desempenha um papel cardioprotetor com
propriedades antiapoptoticas (ROCHETTE et al., 2021).

Chang et al. (2021) investigaram os efeitos do TE combinado com TR durante 12
semanas em mulheres com sindrome metabolica. Os dados mostraram uma redugao nos niveis
de GDF15 comparado ao grupo controle. Uma possivel explicacdo é que a sindrome
metabdlica envolve estresse oxidativo associado a disfuncdo mitocondrial, ativando respostas
compensatérias por meio de moduladores metabdlicos, como o GDF15. Supde-se que altos

niveis circulantes de GDF15 sejam induzidos pela exposicdo ao estresse metabolico



50

prolongado para restaurar a homeostase metabdlica (FUJITA et al., 2016). Assim, os dados
sugerem que a intervencdo com exercicio ajudou a reduzir os niveis desses moduladores de
estresse metabolico, resultando em uma diminuicdo do GDF15 (CHANG; NAMKUNG,
2021). Em consonancia com isso, ciclistas ativos apresentaram niveis basais de GDF15 mais
baixos quando comparados a sedentarios da mesma faixa etaria (CONTE et al., 2020).

Apenas um estudo nesta revisdo avaliou o efeito do treinamento em individuos
saudaveis. Jogadores de rugby de elite, submetidos a um periodo de 35 dias de treinamento
multicomponente, apresentaram um aumento nos niveis séricos de GDF15 de 153 para 194
pgeml-1. No entanto, como os niveis de GDF15 plasmatico em repouso sdo inversamente
relacionados a aptiddo fisica (CONTE et al., 2020), esperava-se que estudos de treinamento
fisico mostrassem uma diminuicdo nos niveis de GDF15. E possivel que intervencdes de
treinamento de 35 dias sejam muito curtas para evidenciar essa reducdo esperada. Vale
destacar que os niveis absolutos de GDF15 no estudo atual sdo significativamente mais baixos
do que os relatados anteriormente para individuos saudaveis (CONTE et al., 2020; KLEIN et
al., 2021).

Os efeitos dos programas regulares de treinamento apresentam discrepancias. Assim, a
resposta do GDF15 ao treinamento regular pode depender do protocolo de treinamento, da
carga, duracdo, periodos, caracteristicas dos participantes (como atividade fisica, género e
massa muscular) e do estado de satde durante os periodos de treinamento e recuperacdo (SEO
etal., 2021).

4.4 CONCLUSAO

Os dados apresentados na presente revisao sistematica identificaram o GDF15 como
um sinal fisioldgico induzido por exercicio fisico e estresse. Observou-se que, em sessdes
com duragdo de aproximadamente 1 hora e intensidade moderada a alta, o aumento do GDF15
circulante foi modesto. Por outro lado, o exercicio de longa durac¢do (>2,5 h) provocou um
aumento de 4 a 5 vezes nos niveis de GDF15 circulante, aproximando-se dos niveis
observados em algumas condic¢des patologicas. Esse aumento é geralmente temporario, com
os niveis retornando ao basal dentro de 24 a 48 horas ap0s o exercicio. Poucos estudos
focaram no efeito de programas regulares de treinamento sobre os niveis de GDF15, e 0s
resultados geralmente sdo discrepantes. A heterogeneidade nos protocolos de treinamento e

nas populacdes dificulta comparacdes diretas entre os estudos, sendo possivel que as
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variacBes no treinamento e nos participantes tenham tido diferentes efeitos nos niveis de
GDF15.

Diante disso, sdo necessarios mais estudos para entender melhor como o GDF15 é
regulado em resposta ao treinamento e, mais importante, se 0S aumentos intermitentes e
repetidos de GDF15, observados durante o exercicio, desempenham um papel causal nas
adaptacGes bioldgicas ao treinamento, incluindo os beneficios anti-inflamatérios e
metabolicos, ou se atuam apenas como um marcador de estresse fisioldgico. Além disso, é

crucial que futuras pesquisas abordem as lacunas metodoldgicas identificadas nesta revisao.
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5 CAPITULO II. ESTUDO EXPERIMENTAL EM MODELO ANIMAL

Embora haja um consenso sobre o efeito do exercicio fisico agudo sobre a expressdo
de GDF15, poucos estudos exploraram a relacdo entre GDF15 e o treinamento. Além disso, 0s
resultados sobre o impacto do exercicio fisico crénico sobre GDF15 foram inconsistentes.
Devido a importancia desses achados para terapias futuras, é crucial investigar como o
treinamento regular influencia o0 GDF15, especialmente no contexto do envelhecimento.

Diante disso, 0 presente estudo visa analisar o impacto do envelhecimento sobre a
expressdao de GDF15 e estresse oxidativo, e, em seguida, avaliar os efeitos do treinamento
aerdbio para atenuar esses marcadores em ratos idosos.

Este estudo estd em fase de preparacdo para submissdo do artigo intitulado “Effects of

regular training on GDF15 expression and oxidative stress in aged rats”.

5.2 METODOS

5.2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar com 45 dias de vida, provenientes do Centro de
Pesquisa e Producdo de animais UNESP/ Botucatu com peso 250 a 300 gramas. Durante o
protocolo experimental, os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Ciéncias da
UNESP campus de Bauru, alocados em gaiolas com até quatro animais, com agua e racao
fornecidos ad libitum, ciclo de iluminagdo claro-escuro (12h) em temperatura controlada
(22+£2°C). Os procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas estabelecidas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA) e, aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista “Jtlio
de Mesquita Filho” — UNESP - Faculdade de Ciéncias, campus Bauru (Processo n°
#281/2020, v.1) (Anexo I).

5.2.2 Teste de Capacidade Maxima (TCM)

O teste de esforco maximo aerdbio foi realizado em uma esteira ergométrica,
modificada para ratos, equipada com 10 raias suspensas de ferro (Inbramed Millennium,
Brasil). Inicialmente, os animais passaram por uma adaptacdo de 10 minutos a 0,3km/h por

um periodo de 10 dias. Em seguida, todos os animais foram submetidos ao TCM, por meio do
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protocolo que preconiza um aumento de 0,3 km/h da velocidade a cada 3 minutos, até que a
velocidade méxima suportada pelos animais seja atingida, o que determinou a capacidade
fisica maxima de forma indireta. Esta velocidade foi determinada quando o rato ndo
conseguiu mais correr ao incremento da velocidade estipulada, caracterizando um estado de
exaustdo. O teste foi realizado no inicio e a cada 4 semanas até o final do protocolo
experimental (BAREL et al, 2010; HERRERA et al, 2020).

5.2.3 Peso corporal

Os animais foram pesados semanalmente durante o protocolo, em balanca eletronica

(Marte AD2000) e os pesos foram expressos em gramas.

5.2.4 Caracterizagao dos grupos experimentais

Apbds um periodo inicial de adaptacdo e realizacdo do TCM, os animais foram
equiparados de forma equitativa com base no peso e capacidade fisica. Em seguida, 0s
animais foram distribuidos em trés grupos:

Grupo jovem controle (JC): ratos jovens (4 meses) que permaneceram sedentarios por
8 semanas; grupo idoso controle (IC): ratos idosos (16 meses) que permaneceram sedentarios
durante todo o protocolo experimental; grupo idoso treinado (IT): ratos idosos (16 meses) que
permaneceram sedentarios durante a vida adulta e iniciaram o programa de treinamento 2
meses antes da eutanasia. Os grupos para as analises finais foram compostos por JC (n=7), IC
(n=7) e IT (n=7), conforme detalhado na Figura 4. Animais com 4 meses de idade foram
utilizados no grupo JC para padronizacgdo do protocolo experimental, realizando um total de
trés TCM.

Ratos Wistar
17 T grupos
Jovem Controle Idoso Controle Idoso Treinado
n=7 n=7 n=7
4 meses ‘ [ 16 meses | 16 meses

Figura 4 - Caracterizacdo dos animais. Fonte: elaborado pela autora (2023).
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5.2.5 Protocolo experimental

O protocolo experimental teve uma duracdo total de 59 semanas (14 meses). Os
animais foram submetidos ao protocolo quando tinham 2 meses, conforme apresenta a figura
5. Os grupos JC e IC permaneceram sedentarios durante todo o protocolo, enquanto o grupo
IT iniciou o treinamento aerdbio aos 14 meses de vida. O treinamento foi realizado em esteira
ergométrica (Inbramed Millenium, Brasil), com frequéncia de 5 sessdes semanais, 1 hora por
dia, durante 8 semanas, em uma intensidade moderada (50-60% do TCM previamente
determinado). O TCM foi realizado a cada 4 semanas por todos 0s grupos e a partir dele, a
intensidade do treinamento foi ajustada.

Cabe ressaltar que, a escolha do tipo e da intensidade do treinamento seguiu as diretrizes
preconizadas pela literatura (WHO, 2020), a qual recomenda, predominantemente, o
treinamento aerébio a uma intensidade moderada para contrapor os efeitos deletérios do

processo de envelhecimento.

Inicio Fim
do do
Protocolo Protocolo

Meses (idade)
T 0a0000e0onnnonEnE™
PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC

- PC o ;i
10dias TCM TCM TCM TCM TCM TCM TCM TCM TCM TCM TCM TCM TCM TCM TCM TCM 3°dia
Eutanasia Treinamento (@

IC 1T 1T

Figura 5 - Protocolo Experimental. PC: peso corporal; TCM: teste de capacidade maxima;
JC: grupo jovem controle; IT: grupo idoso treinado; IC: grupo idoso controle.
Fonte: elaborado pela autora (2023).

5.2.6 Eutanésia

A eutanasia de todos os animais ocorreu apés 72h da conclusdo do protocolo
experimental. Os animais foram anestesiados utilizando 20mg/kg de cloridrato de xilasina
(ANASEDAN®) e 160mg/kg de cloridrato de ketamina (DOPALEN®), ambos da
VETEBRANDS do Brasil, em uma de propor¢éo 1:1, equivalente a 0,1mg/100g de peso

corporal. Apos a anestesia, foi utilizado o método de decapitacdo, seguido pela coleta de ~5



55

ml de sangue em tubos heparinizados, os quais foram centrifugados imediatamente a 4000
RPM por 5 minutos. Em seguida, os musculos foram removidos e armazenados
imediatamente em um freezer a -80°C para analises posteriores. A escolha do muasculo s6leo
para o experimento foi baseada em sua composicdo predominante de fibras musculares tipo 1,
que sdo conhecidas por sua natureza oxidativa. 1sso o torna particularmente relevante para
estudos relacionados ao metabolismo aerobio, estresse oxidativo e adaptagdes ao exercicio
fisico. Adicionalmente, a analise de expressdao génica (Apéndice B) revelou diferencas
significativas neste muasculo, reforcando sua adequacao para investigar os efeitos do GDF15 e
suas respostas ao estresse oxidativo. No entanto, os musculos tibial anterior e gastrocnémio
também foram armazenados para analise, a fim de verificar se apresentam resultados

consistentes em relacdo ao soleo.

5.2.7 Andlise do plasma

5.2.7.1 GDF15

A quantificacdo dos niveis de GDF15 no plasma foi realizada utilizando o kit ELISA da
R&D Systems (#DY6385-05), seguindo as orientac6es do fabricante.

5.2.7.2 Estresse oxidativo

Na presente tese foi avaliado o estresse oxidativo no plasma por técnicas que se baseiam
na avaliacdo de produtos de oxidacdo de biomoléculas (lipoperoxidacdo e oxidagdo de
proteinas), pela avaliacdo de promotores de EROs (peréxido de hidrogénio e NADPH

oxidase) ou inibidores (antioxidante enzimatico SOD e ndo enzimatico FRAP).

a) Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas no plasma foi conduzida conforme o protocolo estabelecido
por Lowry e colaboradores (1951), utilizando uma solucao de albumina bovina como padréo.
A absorbancia foi mensurada a 208nm por meio do espectrofotdmetro IL-593 (Kazuaki®,

Wuxi, China).

b) Lipoperoxidacéo
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A lipoperoxidacdo foi determinada por dosagem de substancias reativas ao &cido
tiobarbitirico (TBARS). Para a analise de TBARS foi utilizado o protocolo adaptado de
Buege e Aust (BUEGE; AUST, 1978), o qual permitiu quantificar a presenca de TBARS nas
amostras. Em um tubo conico (falcon 15 ml) foi adicionado 150uL de amostra de plasma, 150
pL de dodecil sulfato de sodio (SDS), 300uL de acido tricloroacético (TCA) a 10% (P/V) e
500 pL de acido tiobarbitarico (TBA) a 0,67% (P/V) para promover a reacdo. O TCA tem a
funcdo de desnaturar as proteinas presentes e acidificar o meio de reacdo, enquanto o TBA
reage com os produtos da peroxidacdo lipidica, formando um composto de coloracdo rosada.
A mistura foi agitada e incubada por 20 minutos a 100°C e, em seguida, resfriada em gelo
para interromper a reacdo. Posteriormente, a mistura foi centrifugada por 5 minutos a 4000
rpm em temperatura ambiente. Foi retirado 200 pL do sobrenadante da solucdo centrifugada e
adicionado em microplacas de 96 pocos para a leitura da absorbancia a 535 nm em
espectrofotdbmetro SpectraMaxi® M2 da Molecular Devices. Os valores de TBARS foram

expressos em nmol/mg proteina.

c) Oxidacdo de proteinas (Carbonilas)

O ensaio para deteccdo das carbonilas € uma das técnicas utilizadas para a determinacao
de proteinas modificadas oxidativamente. A técnica se baseia na reacdo das proteinas
oxidadas do plasma com 2,4-dinitrofenil hidrazina (DNPH) em meio &cido, seguido de
sucessivas lavagens com &cidos e solventes organicos e incubacéo final com guanidina. O
plasma (100uL) foi incubado com 900uL de DNPH preparado em solugdo HCI (2,5 M) por
uma hora no escuro e em temperatura ambiente. As amostras foram agitadas a cada 15
minutos durante uma hora, subsequentemente foi adicionado acido tricloroacético (TCA)
20%, e a solucdo foi incubada no gelo por 10 minutos e centrifugagéo por 5 min a 2000 rpm
para coleta do precipitado de proteinas. Foram realizadas lavagens adicionais com TCA 10%
e etanol/acetato (proporcdo 1:1). O precipitado final foi dissolvido em 500 pL de guanidina
(6M) e incubado a 37°C por 10 minutos em banho a 37°C. A absorbancia foi determinada em
360nm em espectrofotdmetro IL-593 (Kazuaki®, Wuxi, China). (REZNICK; PACKER,

1994). Os valores de proteinas carboniladas foram expressos em nmol/mg proteina.

d) Concentracéo de perdxido de hidrogénio (H,0,)
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O H,0; foi mensurado por meio da oxidacéo de vermelho de fenol mediada pela solucéo
de peroxidase rabanete (HRP). O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pogos, consistindo
de 70uL de plasma, 180uL de PRS (contendo tampdo dextrose, vermelho de fenol e
peroxidase rabanete), incubado a 25 °C por 25 minutos, e a reacdo foi interrompida pela
adicdo de 5uL de NaOH. A absorbancia foi medida a 630nm utilizando um
espectrofotometro SpectraMaxi® M2 da Molecular Devices. Para a constru¢cdo da curva
foram utilizadas concentracdes conhecidas de H,O, seguindo as mesmas etapas (PICK;
KEISARI, 1980).

e) Atividade da NADPH OXIDASE

A atividade da enzima foi determinada em plasma e avaliada pela producdo de
superoxido, em microplaca de 96 pocos. Para realizagdo do ensaio foi utilizado 170uL tampéo
fosfato 50 mM contendo EDTA 2 mM e sucrose 150 mM, 20uL de NADPH 1,3 mM e 10 pl
de plasma (TIETZE, 1969). A absorbancia foi medida a 340 nm utilizando um

espectrofotdbmetro SpectraMaxi® M2 da Molecular Devices.

f) Antioxidante enzimatico: superdxido dismutase (SOD)

A quantificacdo da atividade da SOD é baseada na inibicdo da reacdo entre o radical
superéxido com o pirogalol. Uma vez que ndo é possivel determinar a concentracdo da
enzima ou sua atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo, a
quantificacdo € expressa em unidades relativas. Uma unidade de SOD ¢ definida como a
quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacgdo no detector. A oxidagédo do
pirogalol resulta na formacdo de um produto colorido, detectado por espectrofotometria.
Portanto, a atividade da SOD foi determinada ao mensurar a velocidade de formacdo do
pirogalol oxidado em unidades relativas. Na mistura de reacgdo, foram utilizados 980ul de
tampéo tris-fosfato (50mM) com EDTA (1mM), 5uL de CAT a 30 puM, 5uL de plasma e
10uL de pirogalol (24 mM). A curva padréo foi realizada utilizando diferentes concentragdes
de SOD (0,060U, 0,120U e 180U), a qual forneceu a equacdo da reta para realizacdo dos
calculos. A leitura foi realizada por 2 minutos a 420 nm utilizando um espectrofotdometro IL-
593 (Kazuaki®, Wuxi, China). A quantificacdo da atividade da ecSOD foi expressa em
USOD/mg proteina (MARKLUND; MARKLUND, 1974).
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g) Antioxidante ndo enzimatico: Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

A capacidade antioxidante ndo enzimatica, FRAP, é baseada na producéo do ion Fe2+
(forma ferrosa) a partir da reducdo do ion Fe3+ (forma férrica) presente no complexo 2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ). Assim, a mudanca na absorbéancia é diretamente relacionada ao
poder de doacdo de elétrons presentes na reacdo. Quando a reducdo ocorre, hd uma alteragcdo
na tonalidade da mistura de reacédo, passando de roxo claro a um roxo intenso.

A técnica foi realizada em microplaca de 96 pocos, na qual adicionou 290uL de reativo de
FRAP (tampéo acetato de sodio/ acido acético, TPTZ 10mM; cloreto férrico hexahidratado
20mM) e 10ul de plasma, a microplaca foi entdo incubada durante 5 minutos com agitacéo a
37°C. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro SpectraMaxi® M2 da Molecular Devices a
593nm. Para a curva da reacdo foram utilizados 290 ul de reativo de FRAP e diluicdo seriada
de uma solucdo-padrao de sulfato ferroso heptahidratado (BENZIE; STRAIN, 1999).

5.2.8. Determinacédo do conteudo de proteina por Western Blotting

Aliquotas de musculo séleo foram homogeneizadas (Polytron PT 1200C) em coquetel
anti-protease (Cell lysis buffer 10 #9803 + PMSF) a 4°C. Ap6s 20 minutos de centrifugagéo
em 16.000 RPM a 4°C, o contedo de proteinas totais do sobrenadante foi determinado por
espectrofotometria pelo método de Bradford, utilizando-se kit comercial (BioRad Kit,
Hercules, CA) com albumina como padrédo. Aliquotas contendo 80ug de proteina total foram
fervidas a 100°C por 4 minutos em 30% do volume em tamp&o Laemmli (fosfato de Na 1M
pH 7,0, 10% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 50% glicerol,0,1% azul de bromofenol). O tampé&o
utilizado para a corrida de eletroforese foi o Tris-glicina (Tris 25 mM, glicina 250 mM, SDS
0,1% (p/v), pH 8,3, Sigma Aldrich). As amostras foram separadas por eletroforese em gel de
acrilamida (12%) em equipamento Mini-Transblot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad)
e, em seguida, transferidas para membrana de nitrocelulose usando o dispositivo Trans-Blot®
Turbo™ Transfer System (Bio-Rad). O bloqueio de ligacdes ndo especificas foi feito em
tampdo TBS-T (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% Tween®20) com 5% de leite
durante 90 min.

As membranas foram incubadas overnight a 4°C com o anticorpo primério (diluidos
em propor¢do de 1:1000 em tampéao TBST contendo 3% de Albumina sérica bovina): GDF15
(#sc-515675 Santa cruz), SOD2 (Santa Cruz, H), B-actina (#sc-69879 Santa Cruz). Em

seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti mouse (AP130P),
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diluidas em 1:10000 em tampdo TBST contendo 5% de leite por 60 min em temperatura
ambiente.

A ligacdo do anticorpo foi detectada utilizando o reagente ECL da fornecedora
Amersham (GE Healthcare Life Sciences), conforme instrucdes do fabricante. As imagens
foram obtidas utilizando o sistema de imagem ChemiDoc (BioRad) e a densitometria de banda
de proteina foi determinada utilizando o software ImageJ.

5.2.9 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo. Inicialmente foi realizado
teste de normalidade Shapiro-Wilk, seguido pelos testes T Student (comparacdo entre dois
grupos) ou ANOVA de duas vias para medidas repetidas (comparacdo entre 0S grupos nos
momentos pré e pds) seguido do post-hoc teste de Tukey. Para os dados com distribuicdo ndo
normal, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Testes de correlagcdo de Pearson foram usados
para associar GDF15 com capacidade fisica, idade e marcadores de estresse oxidativo. Foi
adotado um nivel de significancia de p<0,05. Foi realizado o fold change para apresentar os

resultados em unidades arbitrarias.

5.2 RESULTADOS

5.2.1 Impacto do processo de envelhecimento

A tabela 3 apresenta o impacto do envelhecimento sobre variaveis como o peso
corporal, capacidade fisica, niveis de GDF15 e marcadores de estresse oxidativo entre 0s
grupos JC e IC. Foi possivel observar um menor peso corpéreo no JC quando comparado ao
IC, enquanto a capacidade fisica do JC foi superior comparada ao IC. Ndo foi possivel
identificar diferenga estatistica entre os grupos para GDF15 plasmatico. Em relacdo ao
estresse oxidativo, houve maior lipoperoxidacdo no grupo IC comparada ao JC. No entanto,
ndo foram observadas diferencas significativas na oxidacdo de proteinas e nos niveis de
NADPH oxidase entre os grupos. Foi observado maior atividade da SOD em IC, enquanto

FRAP se mostrou mais elevada em JC.



60

Tabela 3 - Comparacdo do impacto do envelhecimento sobre o peso corporal, capacidade
fisica, GDF15 e estresse oxidativo plasmatico entre ratos jovens e idosos.

Variaveis JC (n=7) IC (n=7) p
Peso Corporal (g) 424,3 + 16,76 626,1 + 27,24 <0,01*
Capacidade fisica (s) 605,9 + 36,38 477,7 + 35,78 0,02*
GDF15 (pg/ml) 773,9 + 59,71 848,6 + 58,42 0,388
Oxidacéo de biomoléculas
Lipoperoxidacao 1,1+0,02 1,35 +0,03 <0,01*
(nmol/mg de proteina)
Oxidagdo de proteinas 2,376 + 0,08 2,493 + 0,09 0,371
(nmol/mg de proteina)
Agentes pro-oxidantes
NADPH oxidase 0,028 + 0,003 0,032 + 0,005 0,5
(umol/mg de proteina)
Peroxido de hidrogenio 2,667 + 0,20 3,03+ 0,15 0,170
(umol H20)
Antioxidantes
SOD N
(USOD/mg de proteina) 4,061 + 0,059 4,363 + 0,055 <0,01
FRAP .
(Fe (11) mM) 0,957 + 0,106 0,529 + 0,034 <0,01

JC (n=7): grupo jovem controle; IC (n=7): grupo idoso controle; GDF15: fator de crescimento e diferenciacdo
celular-15; SOD: superéxido dismutase; FRAP: poder antioxidante redutor de ferro. *p<0,05

Em relacdo a andlise do contetdo proteico, a figura 6 compara o impacto do
envelhecimento sobre a expressdo de GDF15 e da enzima antioxidante SOD2 entre JC e IC.
Foi possivel observar que houve aumento significativo do contetdo proteico tanto em GDF15
(p=0,01) quanto em SOD2 (p=0,03) no grupo IC comparado ao JC.
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Figura 6 - Comparacao do impacto do envelhecimento sobre o contetdo proteico no musculo
soleo entre ratos jovens e idosos. JC (n=7): grupo jovem controle; IC (n=7): grupo idoso
controle; GDF15: fator de crescimento e diferenciacdo celular-15; SOD2: superdxido
dismutase2; *p<0,05.

5.2.2 Efeito do treinamento aerébio em ratos idosos

A figura 7 mostra a capacidade fisica e peso corporal em ratos idosos (IC e IT) no
momento pré e ap0s 8 semanas de treinamento aerébio. A capacidade fisica aumentou
somente no grupo IT (IT pré 5459 + 23,93 e p6s 719,6 + 29,09). Também foi possivel
observar que houve diferenca significativa entre os grupos no momento p6s (p<0,01). Em
relacdo ao peso corporal, notou-se uma reducdo significativa em ambos os grupos (IT pré
559,4 + 23,77 e p6s 536,0 £ 18,96; IC pré 637 + 26,28 e pbds 626,1 + 27,24). Também

observou diferenca significativa entre eles no momento p6s (p<0,01).
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Figura 7 - Efeito do treinamento aerdbio sobre a capacidade fisica e peso corporal em ratos
idosos. *p<0,05 pré vs pos intragrupos; “p<0,05 entre 0s grupos no momento pés; IC (n=7):
grupo idoso controle; IT (n=7): grupo idoso treinado.

A figura 8 mostra o efeito do treinamento aerébio sobre a anélise plasmatica de
GDF15 (A), marcadores de estresse oxidativo (B-E) e antioxidantes (F e G) entre IC e IT. Os
resultados mostraram que teve uma reducdo significativa de GDF15 plasmatico (p<0,01) apos

8 semanas de treinamento aerébio comparado ao grupo que ndo treinou (IC 814,1 + 61,21 e



62

IT 392,9 + 93,94). Foi observado o mesmo comportamento em relacdo aos marcadores de
estresse oxidativo, com menor lipoperoxidacdo (p=0,02), oxidacdo de proteinas (p=0,02) e
NADPH oxidase (p<0,01) ap6s 8 semanas de treinamento. No entanto, perdxido de
hidrogénio ndo apresentou alteracdo estatisticamente significativa. Em relacdo ao perfil
antioxidante, houve aumento para FRAP (p=0,01), embora a atividade da SOD ndo teve
diferenga significativa.
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Figura 8 - Efeito do treinamento aerobio sobre GDF15, estresse oxidativo plasmatico em
ratos idosos controles e treinados. IC (n=7): grupo idoso controle; IT (n=7): grupo idoso
treinado; GDF15: fator de crescimento e diferenciacdo celular-15; SOD: superéxido
dismutase; FRAP: poder antioxidante redutor de ferro. *p<0,05

(Fe (1) mM)

Em relacdo a analise do contetdo proteico no masculo soleo, a figura 9 compara o

efeito do treinamento aerdbio sobre a expressdao de GDF15 e da enzima antioxidante SOD2
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entre ratos idosos controle e treinados (GIC vs GIT). Foi possivel observar que o contetido
proteico de GDF15 (p<0,01) foi menor no grupo IT, no entanto, ndo houve diferenca

significativa do contetido proteico de SOD2.
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Figura 9 - Efeito do treinamento aer6bio sobre o contetdo proteico de GDF15 e SOD2 no
musculo s6leo em ratos idosos controles e treinados. IC (n=7): grupo idoso controle; IT (n=7):
grupo idoso treinado; GDF15: fator de crescimento e diferenciacdo celular-15; SOD:
superoxido dismutase; FRAP: poder antioxidante redutor de ferro. *p<0,05

A Tabela 4 ilustra a analise de correlacdo do GDF15 com idade, capacidade fisica e
marcadores de estresse oxidativo. Os dados indicam que niveis elevados de GDF15 estdo
associados a menor capacidade fisica e FRAP em ratos idosos. Além disso, maiores niveis de
GDF15 estéo significativamente correlacionados com maior oxidacéo de proteinas e atividade
da NADPH oxidase. N&o foram encontradas correlagOes significativas entre GDF15 e idade,

peroxido de hidrogénio, lipoperoxidagdo ou atividade da SOD.

Tabela 4 - Andlise de correlagdo de GDF15 com idade, capacidade fisica e marcadores de
estresse oxidativo em ratos.

r p-value
GDF15 (pg/ml) VS. Capacidade fisica -0,479 0,038*
VS. Idade -0,316 0,187
VS. Lipoperoxidagéo 0,393 0,107
VS. Oxidacdo de proteina 0,630 0,004*
VS. NADPH oxidase 0,501 0,029*

VS. Peroxido de hidrogénio 0,160 0,512
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VS. SOD 0,121 0,622
VS. FRAP -0,469 0,043*

GDF15: fator de crescimento e diferenciacdo celular-15; SOD: superéxido dismutase; FRAP: poder antioxidante
redutor de ferro. *p<0,05

5.3 DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo indicam gque o envelhecimento afeta negativamente o
peso corporal, a capacidade fisica e o perfil oxidativo. Em contraste, o treinamento aerobio a
uma intensidade moderada em ratos idosos pode mitigar esses efeitos, resultando em reducéo
do peso corporal e da concentracdo de GDF15, além de aprimorar a capacidade fisica e o
perfil antioxidante.

Na primeira parte deste estudo, avaliamos o impacto do envelhecimento comparando
ratos jovens e idosos (Tabela 3). Observamos um aumento no peso corporal e um declinio na
capacidade fisica em ratos idosos, conforme a literatura sobre os efeitos adversos do
envelhecimento (LI et al., 2018; QIN et al., 2020).

N&o observamos diferenca estatisticamente significativa na concentracdo plasmatica de
GDF15 entre os grupos. Uma possivel explicacdo é que a idade dos ratos pode néo ter sido
suficiente para provocar um aumento substancial nos niveis plasméaticos de GDF15. No
entanto, € importante destacar que o0s ratos idosos apresentaram uma concentracdo plasmatica
de GDF15 aproximadamente 10% maior em compara¢do com 0s ratos jovens, o que pode
representar um aumento clinicamente relevante. E possivel que se a idade dos animais do
presente estudo fosse um pouco maior, essa diferenca teria ocorrido. Esses dados estdo de
acordo com estudos anteriores que relataram um aumento nos niveis de GDF15 com a idade
(BRATIC; LARSSON, 2013; CONTE et al., 2019; FUJITA et al., 2016; LENAZ et al., 1998).
Conte et al. (2019) analisaram o0s niveis plasmaticos de GDF15 em 693 individuos com idades
entre 21 e 113 anos e observaram um aumento do GDF15 na velhice, com os niveis mais altos
encontrados em centenarios. Isso € consistente com a disfun¢do mitocondrial progressiva que
ocorre com o envelhecimento (BRATIC; LARSSON, 2013; LENAZ et al., 1998). Especula-se
que o GDF15 possa ser secretado em resposta ao estresse e a disfungéo celular, podendo atuar
como um mecanismo compensatério para a disfungdo mitocondrial durante o processo de
envelhecimento (FUJITA et al., 2016), sugerindo a hipdtese de que o0 GDF15 pode ter funcdes
protetoras e adaptativas na modulacdo do ambiente oxidativo.

Em consonéncia, foi observada uma maior lipoperoxida¢do em ratos idosos no presente

estudo, o que corrobora com a teoria do estresse oxidativo do envelhecimento, baseada na
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hipotese do dano estrutural, segundo a qual as perdas funcionais associadas a idade s&o
decorrentes do acimulo de danos oxidativos as macromoléculas (LIGUORI et al., 2018).

Por outro lado, embora tenha sido observado um aumento de aproximadamente 14,5%
nos niveis de NADPH oxidase e H,O, em ratos idosos, essa diferenca nédo foi estatisticamente
significativa entre os grupos. E importante destacar que os ratos idosos também apresentaram
atividade elevada de SOD. A literatura relata que a NADPH oxidase é a fonte predominante
de O, formado pela reducdo de um elétron do oxigénio molecular, com elétrons fornecidos
pela NADPH oxidase durante a respiracdo celular (ndo avaliada neste estudo). A maior parte
do O, é dismutado em H,0O, pela SOD. Isso poderia explicar maior atividade da SOD
observada em ratos idosos no presente estudo como um mecanismo de resposta
compensatdria (LIGUORI et al., 2018), o que também explica a atenuacdo desses marcadores
de estresse oxidativo (NADPH e H,0,) pela atividade da SOD. Outro estudo também
comparou ratos machos jovens e idosos e observou um aumento nos niveis de estresse
oxidativo em animais idosos, que apresentaram uma maior concentracdo de H,0,, oxidagédo
proteica (carbonilas) e lipoperoxidacdo (TBARS), além de um aumento significativo
associado a idade nas atividades de SOD, GPx e CAT (JUDGE et al., 2005). Esses aumentos
na atividade das enzimas antioxidantes provavelmente ocorreram em resposta ao aumento da
producdo mitocondrial de O, e H,0,.

Em contraste com o mencionado anteriormente, observamos uma mudanga modesta na
oxidacdo de proteinas em ratos idosos. No entanto, Judge et al. (2005) observaram diferencas
no estresse oxidativo em ratos com 24 meses de vida. Uma possivel explicacdo para essa
discrepancia pode ser que os animais utilizados em nosso estudo tinham 16 meses, e a
literatura sugere que o dano proteico é acentuado com o envelhecimento avancado (JUDGE et
al., 2005; LIGUORI et al., 2018). Isso é apoiado pela observacao de que os niveis de proteinas
oxidadas aumentaram com a idade dos animais (STADTMAN, 2006).

Nossa hipdtese € que ratos em estagio mais avancado de envelhecimento apresentem
danos oxidativos mais acentuados do que aqueles em estagios iniciais. A literatura sustenta
gue a capacidade do corpo de neutralizar o estresse oxidativo diminui com a idade. Isso é
evidenciado pelos niveis mais altos de FRAP observados em ratos jovens neste estudo,
indicando uma maior capacidade antioxidante ndo enzimatica. Estudos mostraram que
organismos mais jovens geralmente possuem sistema de defesa antioxidante mais robusto e
eficiente, refletindo em nossos achados (DAVALLI et al., 2016; LIGUORI et al., 2018).

Além disso, a Figura 6 compara o impacto do envelhecimento sobre o conteido proteico

de GDF15 e SOD2 entre ratos jovens e idosos. Os dados mostraram que 0s ratos idosos
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apresentam maior contedo proteico de GDF15 e SOD2 no musculo séleo. A concentracdo
elevada de GDF15 em ratos idosos pode refletir uma resposta compensatéria local para
combater a perda muscular relacionada a idade e promover a reparacdo tecidual, uma vez que
0 aumento de GDF15 no musculo envelhecido também pode ser associado a condi¢bes como
sarcopenia e fragilidade (DARLEY-USMAR; WISEMAN; HALLIWELL, 1995; WANG et
al., 2019).

Essa descoberta corresponde com estudos anteriores que sugerem que o GDF15 ajuda a
mitigar o estresse celular e a manter a homeostase tecidual (CHUNG et al., 2017; TSAl et al.,
2018), o que também explica a atividade elevada de SOD2 nesse grupo como um mecanismo
de resposta compensatoria (LIGUORI et al., 2018). A variabilidade na expressdao de GDF15
em diferentes tecidos pode explicar a falta de diferencas observadas no nivel plasmatico
(BREIT et al., 2011; TSAI et al., 2016). Supde-se que 0 GDF15 possa ser secretado pelo
musculo para atuar localmente de forma autdcrina ou paracrina, no entanto, a expressao de
GFRAL ndo foi detectada em tecidos periféricos, incluindo o musculo esquelético em
camundongos (MULLICAN et al., 2017). Os mecanismos que regulam a expressao e secre¢do
especifica do GDF15 tecidual permanecem pouco esclarecidos e, mais investigacdo €
necessaria.

Na segunda fase, investigamos o efeito de 8 semanas de treinamento aerébio em ratos
idosos. Conforme esperado, a capacidade fisica aumentou apenas no grupo de idosos
treinados, em consonancia com o0s beneficios bem estabelecidos sobre o exercicio fisico e
melhora da capacidade fisica (HERRERA et al., 2016; LOPES MOREIRA et al., 2015).
Ambos os grupos (controle e treinado) apresentaram uma reducdo no peso corporal, com uma
perda mais acentuada no grupo treinado, apoiando estudos anteriores que demonstraram que 0
exercicio fisico contribui para a perda de peso por meio do aumento do gasto energético
(ABDOLLAHI DIBA et al., 2024; BROSKEY et al., 2021; TZIMOU et al., 2020). A perda de
peso observada no grupo controle pode ser atribuida a perda de massa muscular relacionada a
idade, contribuindo para a reducéo geral do peso corporal ao longo do tempo (GARVEY et
al., 2015; OLESEN et al., 2021).

Além disso, o treinamento aerobio foi eficaz em atenuar os efeitos deletérios do
envelhecimento, conforme observado a reducdo de aproximadamente 2 vezes nas
concentracdes plasmaticas de GDF15 em ratos idosos treinados. No entanto, nossos resultados
contrastam com dois estudos que analisaram idosos com sarcopenia ap6s 8 (REZAEI,
ESLAMI; TARTIBIAN, 2024) e 16 semanas de treinamento resistido (SEO et al., 2021). No

primeiro estudo, os niveis de GDF15 aumentaram no grupo treinado, enquanto o segundo
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estudo ndo relatou mudangas apds 16 semanas. Recentemente, niveis elevados de GDF15
foram associados ao envelhecimento e a doencas e/ou distarbios relacionados a idade (OBA et
al., 2024), dificultando a interpretacdo desses resultados, especialmente considerando que a
sarcopenia também esta associada ao aumento das concentracdes de GDF15 (DARLEY-
USMAR; WISEMAN; HALLIWELL, 1995; WANG et al., 2019).

Por outro lado, Chang et al. (2021) demostraram que 12 semanas de treinamento
resistido combinado com treinamento aerdbio reduziu aproximadamente 11% dos niveis de
GDF15 em mulheres com sindrome metabolica. Essa reducdo pode ser explicada pelo papel
do GDF15 como uma resposta compensatoria ao estresse oxidativo e a disfun¢do mitocondrial
na sindrome metabdlica (FUJITA et al., 2016). Niveis elevados de GDF15 foram sugeridos
como indicadores de estresse metabdlico sustentado, e a intervencdo com exercicio fisico
parece reduzir esses fatores moduladores do estresse, consequentemente, diminuindo 0s niveis
de GDF15 (CHANG; NAMKUNG, 2021).

De acordo com esses dados, observamos uma reducdo nos marcadores de estresse
oxidativo, incluindo lipoperoxidacao, oxidacdo de proteinas e atividade de NADPH oxidase
em ratos idosos treinados, juntamente com um aumento nos niveis de FRAP. Nossos achados
estdo em consonancia com a literatura, indicando que o treinamento melhora a resposta
antioxidante e reduz o estresse oxidativo e os sinais pré-inflamatérios relacionados a idade
(EL ASSAR et al., 2022). Jacomini et al. (2017) demonstraram que idosos com maior nivel de
condicionamento fisico apresentaram menor lipoperoxidacdo e oxidacdo de proteinas,
sugerindo que o treinamento pode atuar como um fator protetor contra danos oxidativos.
Embora o exercicio fisico envolva a producdo de ERQOS, citocinas pré-inflamatorias e estresse
mitocondrial, ele também pode desencadear respostas cronicas benéficas (RADAK et al.,
2016). Estudos mostram que o exercicio regular é eficaz na regulacdo da atividade pré e
antioxidante, reduzindo o estresse oxidativo ao aumentar os niveis de enzimas antioxidantes e
diminuir a expressdo de NADPH oxidase, melhorando assim o equilibrio redox (JACOMINI
et al., 2015; MILANOVIC et al., 2013; WANG et al., 2019). Além disso, sugere-se que 0
exercicio fisico ao aumentar a relagio AMP/ATP, ativa a AMPK e o PGC-1a, por sua vez,
promove a biogénese mitocondrial e melhora o equilibrio redox (RICHTER et al., 1987).

Consistente com isso, nossos resultados mostraram que maiores niveis de GDF15 foram
associados a uma capacidade fisica reduzida e a menores niveis de FRAP em ratos idosos.
Além disso, niveis elevados de GDF15 foram correlacionados com aumento da oxidacéo de
proteinas e da atividade de NADPH oxidase (Tabela 4). Esses achados estdo de acordo com o

mencionado anteriormente, o qual a concentracdo de GDF15 foi inversamente associada aos
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niveis de atividade fisica e correlacionada com maior concentracdo de marcadores de estresse.
Outro estudo tambeém relatou niveis mais altos de GDF15 em pacientes inativos e niveis mais

baixos em individuos ativos (CONTE et al., 2020), apoiando ainda mais nossos resultados.

5.4 LIMITACAO DO ESTUDO

E comum que estudos sobre estresse oxidativo em ratos idosos utilizem animais em
estagios mais avancados de envelhecimento. No entanto, o presente estudo utilizou ratos com
16 meses de vida devido a perda amostral que estava ocorrendo. A decisdo de antecipar o
experimento foi fundamentada em evidéncias cientificas, como sinais de envelhecimento
observados, incluindo reducdo da pelagem, perda de peso, menor capacidade fisica e
alteracdes estruturais, como o aumento na rigidez arterial analisado pela velocidade de onda
de pulso. Além disso, a anélise histolégica de animais da mesma faixa etéria realizada pelo
nosso grupo de pesquisa revelou que ratos com 16 meses apresentaram aumento da producao
de colageno arterial, maior espessura da parede e menor relacdo parede/luz (resultados ainda
ndo publicados). Fabricio et al. (2020) também demonstraram que ratos a partir de 12 meses
ja apresentam alteracfes significativas associadas ao processo de envelhecimento,
fortalecendo nossos resultados.

5.5 CONCLUSAO

Em resumo, nossos achados indicam que o treinamento aerébio pode atenuar os efeitos
adversos do envelhecimento. Observamos melhora na capacidade fisica e no perfil oxidativo,
0 que contribuiu para a redugdo dos niveis de GDF15 em ratos idosos. Além disso,
concentracOes elevadas de GDF15 foram associadas ao aumento do estresse oxidativo e a
menor capacidade fisica, confirmando a relacdo encontrada na literatura entre GDF15,
capacidade fisica e estresse oxidativo. Esses resultados apoiam a hipotese de que o
treinamento regular pode mitigar os declinios relacionados a idade, melhorando o equilibrio

oxidativo e, assim, reduzindo os niveis de GDF15 em ratos idosos.
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6. CAPITULO I1l. ESTUDO EXPERIMENTAL EM CULTURA DE CELULA

Diante do exposto, investigar o efeito protetor do GDF15 em contextos de estresse
oxidativo é fundamental para fortalecer a hipotese de que o GDF15 atua como uma resposta
compensatoria para neutralizar ambientes oxidativos e atenuar os danos celulares.

O presente estudo foi desenvolvido em meio de cultura de células musculares
esqueléticas da linhagem C2C12 e realizado no laboratorio “Centro de Pesquisas em
Obesidade e Comorbidades (OCRC)” da UNICAMP/ Campinas, em colaboragdo com o Prof.
Dr. Leonardo dos Reis Silveira.

6.1 METODOS

6.1.1 Cultivo de células musculares da linhagem C2C12

As células C2C12 foram cultivadas em meio de crescimento DMEM (D5648,
SigmaAldrich) contendo glicose (25 mM), suplementado por 10% de soro bovino fetal, 1% de
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL). O plagueamento foi realizado em placas
de 6, 12, 24 ou 96 pocos e, apos as células atingirem aproximadamente 70% de confluéncia, a
diferenciacéo celular foi induzida pela substituicdo do meio de cultivo para o0 meio DMEM
contendo glicose (25 mM), 2% de soro de cavalo, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina
(100 pg/mL) durante 5 dias. As células foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Os
experimentos foram realizados em mioblastos (células ndo diferenciadas) e em miotubos
(células diferenciadas).

Tratamento:

Para induzir um aumento de EROs e estabelecer um cenario oxidativo nas células, foi
conduzido um time course para determinar a concentracdo de Menadiona (Sigma-Aldrich) e o
tempo de tratamento adequados. Em seguida, as células C2C12 foram incubadas com

Menadiona (8 uM) em placas pretas de 96 pocos durante 3h a 37°C e 5% de CO,.

6.1.2 Analises

6.1.2.1 Consumo de oxigénio
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As células C2C12 foram distribuidas em placas de 6 pocos ou garrafas de 75 cm?® O
experimento envolveu tanto mioblastos quanto miotubos. Assim que as células atingiram
aproximadamente 70% de confluéncia ou alcancaram o estdgio de diferenciacdo, foram
removidas das placas de cultivo por meio da incubacdo com Tripsina a 37° e 5% de CO, por 10
min. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1.000 g, em temperatura ambiente durante 5
min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1 ml de solugdo PBS
para subsequente quantificacdo e padronizacdo do nimero de células a serem utilizadas no
experimento. A contagem celular foi realizada utilizando camara de Neubauer e o consumo de
oxigénio foi avaliado utilizando com 1x106 células. Incialmente foi mensurado o consumo de
oxigénio basal sem adicdo de substrato. Em seguida, oligomicina foi adicionada para inibir a
ATP sintase e avaliar a respiracdo ligada ao ATP. O CCCP foi introduzido para despolarizar a
membrana mitocondrial e permitir a avaliacdo da respiracdo maxima (respiracao
desacoplada). Por fim, a antimicina A foi adicionada para inibir o complexo Il da cadeia
respiratoria, bloqueando o consumo de oxigénio mitocondrial e permitindo a andlise do
consumo de oxigénio ndo-mitocondrial. Cada etapa foi seguida de um periodo de
estabilizacdo para monitoramento preciso do consumo de oxigénio e a coleta dos dados foi
realizada em tempo real para andlise detalhada da eficiéncia da respiragdo mitocondrial em
cada etapa. Esse processo foi monitorado por meio do equipamento Oroboros Oxygraph-2K e
do software DatLab (OROBOROS, Innsbruck, Austria) para a aquisicio de dados e analises.

6.1.2.2 Determinacéo de espécies reativas de oxigénio - MitoSOX

Para mensurar EROs mitocondrial foi realizado o ensaio MitoSOX (M36008, Invitrogen,
EUA), conforme as instrucGes do fabricante. Apds 3h de tratamento com Menadiona (8 M),
0 meio de cultura foi removido dos pocos e as células C2C12 foram incubadas com 100 pL de
MitoSOX (5uM) e com o corante de DNA Hoechst 33342 10 ug/mL (H3570, ThermoFisher,
EUA), preparados em KBB contendo 11 mM de glicose, por 30min a 37°C e 5% de CO..
Posteriormente, a fluorescéncia foi medida em leitor de microplaca (SpectraMax i3,
Molecular Devices), com excitagdo/emissdo = 510/580 nm. A fluorescéncia do MitoSOX foi

normalizada pela fluorescéncia do Hoechst, com excitacdo/emissdo = 350/461 nm.

6.1.2.3 Morte celular
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Inicialmente, as células C2C12 foram incubadas com Menadiona (8 uM) em placa preta
de 96 pocos durante 3h a 37°C e 5% de CO,. Para analisar morte celular, as células foram
coradas com os intercalantes de DNA Hoechst 33342 10 ug/mL (H3570, ThermoFisher,
EUA) e iodeto de propidio 5ug/ml (P1304MP, ThermoFisher, EUA). Para isso, foi removido
0 meio de tratamento de cada poco e adicionados 100 puL de meio de cultura contendo os
corantes Hoechst 33342 e iodeto de propidio. Ap6s 15 min de incubagdo a 37°C e 5% de CO,
foram removidos 100 uL do meio de cada poco e adicionados 100 uL de meio DMEM. Para
contagem das células, foram aplicadas méascaras para os comprimentos de onda DAPI
(excitagdo em 350 nm e emissdo em 470 nm; Hoechst) e Texas red (excitagdo em 596 nm e
emissdo em 615 nm; iodeto de propidio), lidas em leitor de fluorescéncia (SpectraMax i3,
Molecular Devices. O resultado foi obtido a partir da razdo entre as células marcadas com

iodeto de propidio e as células marcadas com Hoechst.

6.1.2.4 Determinacdo do contetdo de proteina por Western Blotting

As células foram coletadas no dia 0 (mioblastos) e no dia 5 de diferenciacédo celular
(miotubos). A extragdo foi realizada utilizando tampdo RIPA contendo inibidores de
fosfatases e proteases. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas por meio de um
sonicador e centrifugadas a 16000g por 16 min a 4°C. A concentracdo total de proteinas no
sobrenadante foi determinada por espectrofotometria utilizando o método de Bradford
(BioRad Kit, Hercules, CA) com albumina sendo utilizada como padrdo. Apo6s a
quantificacdo, foram preparadas aliquotas contendo 60 pg de proteina total, as quais foram
incubadas a 70°C por 5 min em 30% do volume em tampdo Laemmli (fosfato de Na 1M pH
7,0, 10% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 50% glicerol,0,1% azul de bromofenol).

O tampéo utilizado para a corrida de eletroforese foi o Tris-glicina (Tris 25 mM,
glicina 250 mM, SDS 0,1% (p/v), pH 8,3, Sigma Aldrich). As amostras foram separadas por
eletroforese em gel de acrilamida (12%) em equipamento Mini-Transblot® Electrophoretic
Transfer Cell (Bio-Rad) e, logo em seguida, transferidas para membrana de nitrocelulose
usando o dispositivo Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad). O bloqueio de liga¢des
ndo especificas foi feito em tampdo TBS-T (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1%
Tween®20) com 5% de leite durante 60 min. As membranas foram incubadas overnight a 4°C
com o anticorpo primario (diluidos em propor¢do de 1:1000 em tampdo TBST contendo 3%
de Albumina sérica bovina): SOD2 (Santa Cruz, H), catalase (Cell signaling), GPx (Cell
signaling #9272), NRF2 (#sc-365949 Santa Cruz), GDF15 (#sc-515675 Santa cruz), PGCla
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(#1202 Calbiochem), B-actina (#sc-69879 Santa Cruz, Citrato Sintase (Santa Cruz). Em
seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti rabbit (AP188P) ou
anti mouse (AP130P), diluidas em 1:10000 em tampdo TBST contendo 5% de leite por 60
min em temperatura ambiente. A ligacdo do anticorpo foi detectada utilizando o reagente ECL
da fornecedora Amersham (GE Healthcare Life Sciences), conforme instrugdes do fabricante.
As imagens foram obtidas utilizando o sistema de imagem ChemiDoc (BioRad) e a

densitometria de banda de proteina foi determinada utilizando o software ImageLab (BioRad).

6.1.3 Andlise estatistica

As andlises foram realizadas utilizando o software estatistico GraphPad Prism v7.0
(GraphPad Inc., La Jolla, CA, Estados Unidos) e os resultados foram expressos como média +
DP. Foram realizados os testes T Student (comparagdo entre dois grupos) ou ANOVA
(comparacéo entre trés ou mais grupos) seguido do post-hoc teste de Tukey. Foi adotado um

nivel de significancia de p <0,05.

6.2 RESULTADOS

A figura 10 apresenta a analise do conteido proteico de GDF15 e proteinas
relacionadas a fungdo mitocondrial (PGC1-0, NRF2 e Citrato Sintase), enquanto a figura 11
apresenta a analise do conteddo proteico de enzimas antioxidantes (Catalase, SOD2 e GPx).
As andlises foram realizadas em células C2C12, em mioblastos e miotubos. Dessa forma, foi
possivel observar que houve um aumento significativo do conteddo proteico de GDF15 em
miotubos quando comparados aos mioblastos (p<0,01). Enquanto os mioblastos apresentaram
maior conteudo proteico de NRF2 (p=0,04). No entanto, ndo foram identificadas diferencas
significativas para PGC1- a e Citrato Sintase entre mioblastos e miotubos. Além disso, no
painel B, foi notado que a Catalase apresentou teor proteico maior nos mioblastos (p<0,01),
enquanto a SOD2 aumentou nos miotubos (p<0,01). J& GPx, ndo apresentou diferenga
significativa entre mioblastos e miotubos. Além disso, ao aferir a respiragdo maxima
mitocondrial em mioblastos e miotubos, (Figura 12) foi possivel observar aumento

significativo na capacidade maxima em miotubos (p=0,01).
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Figura 10 - Expressdo de GDF15 em mioblastos e miotubos e sua relagdo com proteinas
mitocondriais. MB: mioblastos; MT: miotubos; NRF2: fator relacionado ao fator nuclear
eritroide 2; PGCl-a:coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferadores de
peroxissoma; GDF15: fator de crescimento e diferenciacdo celular-15; *p<0,05
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HE Mioblastos

200 T
o e Miotubos
o
- 5 1504
o (&)
E =
a =
c v 100
o <
O (@]
[ a—
o £ 50-
X o
©
|_
0-
Q A
%?V & ((/Y:l- @\)@ ?Qfo &
Q’Y‘ \e \% +\ %Q é'
N v 0
<2 Q
?

Figura 12 - Consumo de oxigénio dos mioblastos e miotubos.
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A figura 13 ilustra o tratamento realizado com 8 UM de Menadiona em células
musculares C2C12 para induzir um cenario oxidativo. Foi possivel observar que as células
que foram tratadas com Menadiona apresentaram um aumento significativo tanto na geragéo
de EROs (p<0,01) quanto na taxa morte celular (p=0,03) em comparacdo com as células

controle.
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Figura 13 - Protocolo de inducéo do cenario oxidativo com Menadiona em células C2C12.
EROs: espécies reativas de oxigénio.

Para analisar o efeito protetor do GDF15, a figura 14 demonstra o ensaio de EROs e
morte celular em cenério oxidativo (tratado com 8 pM de Menadiona, figura 13) em
diferentes contextos: em mioblastos, que ndo observou expressao de GDF15, e, em miotubos,
0s quais apresentaram expressdo de GDF15, conforme demonstrado previamente na figura 4.
Dessa forma, foi possivel observar que em um ambiente oxidativo, nos mioblatos, houve uma
maior geracdo de EROs (p<0,01) e uma taxa de morte celular superior (p<0,03) quando

comparados aos miotubos.
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Figura 14 - Respostas ao cenario oxidativo em mioblastos e miotubos. EROs: espécies
reativas de oxigénio.
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6.3 DISCUSSAO

Os principais achados do nosso estudo indicam que o GDF15 pode desempenhar um
papel protetor contra o estresse oxidativo, evidenciado pela reducéo na geracdo de EROs e na
taxa de morte celular em miotubos, ressaltando sua importancia na preservacdo da fungéo
mitocondrial em células musculares diferenciadas.

Para avaliar o efeito protetor do GDF15, analisamos sua expressdao em diferentes
estagios celulares, comparando mioblastos e miotubos, e sua relacdo com a funcdo
mitocondrial. Observamos que GDF15 é mais expresso em miotubos, corroborando com o
estudo de Ge et al. (2013) que demonstraram que o silenciamento de GDF15 em células
C2C12 prejudicou a fusdo dos mioblastos. Além disso, também foi relatado que a expressao
de GDF15 durante a diferenciacdo muscular pode ser regulada por fatores de transcricdo
como MYOG, MEF2 e MYOD, conhecidos por desempenharem papéis essenciais na
proliferacdo e fusdo de mioblastos (MASTROYIANNOPOULOQS et al., 2012; ZHANG;
SHA; HARTER, 2010). Esses achados sugerem que o GDF15 pode desempenhar um papel
ativo na diferenciacdo celular, essencial para o desenvolvimento, regeneracdo e manutencéo
dos tecidos musculares, fortalecendo a hipétese de que o aumento transitério de GDF15 ap06s
exercicio fisico agudo pode ser uma resposta compensatdria para a reparacao tecidual
muscular (DE SOUSA et al., 2021).

Na figura 12, foi possivel observar maior consumo de oxigénio quando GDF15 esta
presente. Similarmente, Chung et al. (2017) demonstraram que o tratamento com GDF15
recombinante em células C2C12 aumentou a taxa de consumo de oxigénio de maneira
dependente da dose, especialmente quando induzida pelo desacoplador mitocondrial CCCP.
Esse efeito sugere que o GDF15 pode melhorar a funcdo mitocondrial sob condigbes de
estresse energético, promovendo um aumento na respiracao celular.

Com base nos nossos achados, é possivel explicar o aumento exacerbado de GDF15
apos exercicios fisicos intensos, em que as demandas metabolicas sdo intensificadas, como
observado em ultramaratonas (TCHOU et al., 2009). Esse aumento pode ser interpretado
como uma resposta adaptativa ao estresse mitocondrial, ajudando a preservar a fungéo celular
e a proteger os tecidos musculares contra os danos decorrentes do aumento do consumo de
oxigénio e da producdo EROs (KLEIN et al., 2021; PLOMGAARD et al., 2022). Embora o
aumento do consumo de oxigénio em miotubos possa ser associado a seu maior contetdo

mitocondrial (KUMAR et al., 2020), ndo observamos diferencgas significativas em PGC-1la
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(Figura 10). Isso sugere que o efeito do GDF15 sobre a fungdo mitocondrial e o consumo de
oxigénio pode ocorrer independentemente da biogénese mitocondrial.

Além disso, Santos (2022) também demonstrou que os mioblastos apresentaram maior
atividade metabdlica sob maior expressdo de GDF15, o que pode apontar um papel especifico
do GDF15 na regulagdo metabdlica e na adaptacdo ao estresse durante esforcos fisicos
intensos, auxiliando na homeostase energética e na atenuacdo do estresse oxidativo, o que
também pode explicar maior concentracdo de SOD2 e menor NRF2 na presenca de GDF15
(Figura10 e 11).

Diante disso, a figura 13 ilustra o tratamento realizado com 8 uM de Menadiona em
celulas musculares C2C12 para induzir um cendrio oxidativo, o que apresentou aumento tanto
na geracao de EROs quanto na taxa de morte celular em comparacdo com as células que nao
receberam o tratamento. Esses achados sugerem que, embora a Menadiona ndo simule
diretamente o envelhecimento, reforca a hipétese de que o aumento do GDF15 em ratos
idosos possa ser uma resposta compensatoria para neutralizar o dano associado ao
envelhecimento (CONTE et al., 2020). Assim como 0 aumento transitorio ap0s o exercicio
fisico (CAMPDERROS et al., 2020; DE SOUSA et al., 2021; KALETA-DUSS et al., 2020).
Além disso, a reducdo dos niveis basais de GDF15 observada em ratos idosos apos
treinamento regular reforca a hip6tese de que a reducdo do estresse oxidativo poderia diminuir
a necessidade de uma resposta compensatoria pelo GDF15, levando a normalizacdo dos seus
niveis.

Os resultados apresentados na Figura 14 corroboram com a hipdtese de um efeito
protetor do GDF15 em condigdes de estresse oxidativo. A auséncia de GDF15 resultou em
maior producdo de EROs e aumento da morte celular, o que € consistente com as descobertas
de Santos (2022). Nesse estudo, o silenciamento de GDF15 foi associado a um aumento dos
niveis de Caspase-3, uma enzima crucial no processo de apoptose, além de um aumento na
taxa de morte celular, sugerindo que a auséncia de GDF15 intensifica 0s mecanismos de
morte celular programada. Esses achados complementam as observagbes anteriores e
reforcam a hipotese de que o GDF15 desempenha um papel crucial na atenuacdo do dano
celular induzido pelo estresse oxidativo. Considerando tanto sua fungdo na melhora da
respiracdo mitocondrial quanto na protecdo contra o estresse oxidativo, 0s resultados
fortalecem a ideia de que o GDF15 atua como um regulador da homeostase celular,
especialmente em situacBes de estresse energético elevado, como o envelhecimento e o

exercicio fisico intenso.
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6.4 CONCLUSAO

Em suma, os resultados indicam que o GDF15 desempenha um papel crucial na
resposta celular ao estresse oxidativo em células musculares C2C12, especialmente em
miotubos. A expressdéo de GDF15 em miotubos parece estar associada a uma maior
resisténcia ao estresse oxidativo, como evidenciado pela menor geracdo de EROs e na taxa de
morte celular, em comparagdo com os mioblastos. Esses achados sugerem que o0 GDF15 pode
atuar como um importante fator protetor contra danos oxidativos, contribuindo para a
preservacao da funcdo mitocondrial em células musculares diferenciadas.

No entanto, para fortalecer essas conclusdes, sdo necessarios mais estudos que
investiguem o impacto do silenciamento e da superexpressdo de GDF15 nas mesmas
condigdes experimentais realizadas no presente estudo (perspectivas futuras). Essas
investigacOes sdo fundamentais por oferecerem uma nova perspectiva sobre o papel protetor
do GDF15, podendo revelar novas abordagens para a atenuacdo do estresse oxidativo e para a

preservacdo da saude celular dos idosos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo, a revisdo sistematica revela que o GDF15 é um marcador sensivel ao
estresse fisioldgico, com sua expressdo variando em resposta a intensidade e duragcdo do
exercicio fisico. Exercicios intensos e prolongados elevam significativamente os niveis de
GDF15, aproximando-os dos observados em condicfes patoldgicas; contudo, esses aumentos
sdo geralmente transitérios, retornando aos niveis basais dentro de 24 a 48 horas.

No contexto do envelhecimento, o GDF15 reflete 0 aumento do estresse oxidativo e a
diminuicdo da capacidade fisica. Entretanto, o treinamento aerdbio regular parece reduzir os
niveis basais de GDF15 em idosos, possivelmente por sua eficacia em atenuar os efeitos
adversos do envelhecimento.

Além disso, estudos em células musculares indicam que o GDF15 exerce uma fungédo
protetora contra o estresse oxidativo, contribuindo para a preservacéo da funcdo mitocondrial.
Esses achados sugerem que, apesar de sua elevacdo em situacdes adversas, o0 GDF15
desempenha um papel compensatério importante, ajudando a mitigar 0os impactos negativos
do envelhecimento. No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar 0s mecanismos

pelos quais 0 GDF15 influencia as adaptacdes ao exercicio fisico e sua funcdo protetora.

7.1 IMPLICACOES CLINICAS

As descobertas revelam que o GDF15 é ndo apenas um marcador sensivel ao estresse
fisiologico e ao envelhecimento, mas também desempenha um papel protetor crucial contra o
estresse oxidativo. As implicagOes clinicas dessas descobertas séo vastas.

Primeiramente, a avaliacdo dos niveis de GDF15 pode servir como um biomarcador para
avaliar o estado de estresse fisiologico e o impacto do envelhecimento nos idosos. Isso pode
ajudar na identificagcdo precoce de condicGes patologicas relacionadas ao estresse oxidativo e
inflamacdo, permitindo intervencgdes mais direcionadas.

Além disso, a reducdo dos niveis basais de GDF15 por meio do treinamento aerdbio
regular, juntamente com a melhora do equilibrio oxidativo, reforca que o exercicio fisico pode
ser uma estratégia terapéutica eficaz para atenuar os efeitos adversos do envelhecimento.
Programas de exercicios personalizados podem ser desenvolvidos para populagdes idosas ou
pacientes com condic¢Oes relacionadas ao estresse oxidativo, visando reduzir o risco de

complicacdes associadas.
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Finalmente, a funcdo protetora do GDF15 contra o estresse oxidativo pode abrir
caminhos para o desenvolvimento de terapias que potencializem esse efeito, promovendo a
salde mitocondrial e a resisténcia ao estresse celular. Isso pode ser particularmente relevante
no tratamento de doencas degenerativas e outras condi¢Oes relacionadas ao envelhecimento.
No entanto, mais pesquisas Sao necessarias para compreender 0s mecanismos envolvidos e

como esses conhecimentos podem ser aplicados clinicamente de maneira eficaz.
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ANEXOS

ANEXO | — Certificado de aprovacao do comité de ética no uso de animais (CEUA)

UNYVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp‘%’ “JLIO DE MESQUITA FILHO"

Campus de Baury

N

E
i

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito do exercicio fisico e da
suplementacio de nitrito no controle cardiovascular de ratos idosos", registrada com o
n® 281/2020 Vol. 1. sob a responsabilidade do Prof. Dr. ANDERSON SARANZ ZAGO -
que envolve a producdo, manutencio ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
- encontra-se de acordo com os preceitos da Let n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as nommas cditadas pelo Consclho
Nacional de Controle da Experimentacio Anmmal (CONCEA), ¢ foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA "JULIO DE MESQUITA FILHO" - UNESP - FACULDADE
DE CIENCIAS, CAMPUS DE BAURU, em reunido de27/05/2020.

Finalidade ()Ensino (X) PesquisaCientifica

Vigéncia da Autonzagio De 01/07/2020 a 30/06/2022

Espécie/linhagem/raca Ratoheterogénico/Wistar

N? de amimais 926

Peso/ldade 200-250g/45 dias

Sexo Macho

Origem Centro de Pesquisa ¢ Producdo de Animais da
UNESP-Botucatu
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APENDICES

APENDICE A — Pontuacdo individual dos ensaios clinicos referente & escala PEDro

Criteria Munk Seo et Chang et Quist et Rezaei et
etal, al, 2021 al,2021 al., 2023 al., 2024
2011
1 Eligibility (not wsual in the 1 1 1 1 1
[final score)

3  Elind distributicn 1 1 1

Subjects were blinded 0 1

7 Assessors were blinded ] ] 1

Intento-treat analvsis 1 1

Measures of varability 1 1
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APENDICE B — Andlise de dados de rna-seq e array profile em modelos de envelhecimento

e exercicio fisico

Foi realizada uma analise prévia de RNA-seq e Array profile antes de prosseguir com
0s experimentos para fundamentar e orientar a pesquisa. Ambas as técnicas proporcionam alta
resolucdo na quantificacdo da expressdo génica e oferecem abordagens complementares. A
partir da revisdo de literatura, selecionamos GDF15 e seus fatores de transcricdo como alvos
de estudo em modelos de envelhecimento e exercicio fisico. Foi notavel que a literatura foi
consensual ao afirmar que o exercicio fisico agudo eleva os niveis de GDF15 devido ao
estresse fisiologico. No entanto, essas andlises contribuiram para fortalecer a hipétese da
auséncia de estudos sobre o treinamento cronico e GDF15. Isso ressalta a importancia de

explorar esse contexto.

Resultados
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Expressdo de GDF15 através da andlise de bancos publicos de dados (RNA-seq e Array profile), em
envelhecimento e exercicio fisico. A-) soleo de camundongos jovens vs. idosos (RNA-seq GSE198266); B-)
células musculares de camundongos jovens vs. idosos (Array profile GSE47104); C-) gastrocnémio de
camundongos jovens vs. idosos (RNA-seq GSE198266); D-) miotubos humanos controle vs. miotubos
estimulados por pulso elétrico (Array profile GSE44051); E-) sdleo de camundongos controle vs. exercicio

(RNA-seq GSE198266).
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Expressdo dos fatores de transcricdo reguladores de GDF15 através da andlise de bancos publicos de
dados (RNA-seq e Array profile), em envelhecimento e exercicio fisico. A-) células satélites de musculos de
camundongos jovens vs. idosos (Array profile GSE50821); B-) séleo de camundongos jovens vs. idosos (RNA-
seq GSE198266); C-) células musculares de camundongos jovens vs. idosos (Array profile GSE57373); D-)
miotubos humanos controle vs. miotubos estimulados por pulso elétrico (Array profile GSE44051); E-) s6leo de
camundongos controle vs. exercicio (RNA-seq GSE198266).



