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RESUMO 

 

A sarcopenia compõe a síndrome da fragilidade que pode levar a quedas, fraturas, 

incapacidade física e mortalidade. Evidências sugerem que a falta de exercício físico 

favorece a perda de força e massa muscular. Assim, o presente estudo tem como objetivo 

avaliar os efeitos do treinamento combinado (TC) no estado redox (sangue e gastrocnêmio) 

e a imunomarcação de irisina no gastrocnêmio de ratas Wistar no período de senescência 

reprodutiva. Ratas em periestropausa (17 – 21 meses) e aderentes ao exercício físico foram 

distribuídas nos grupos não treinadas (NT; n = 10) e TC (n = 10). Durante 4 meses, as ratas 

foram submetidas ao TC 3x por semana, com treinamento de força (TF) seguido de 

treinamento aeróbio (TA), o teste de capacidade de carga voluntária máxima (CCVM) e o 

teste incremental de velocidade máxima (TIVM) foram aplicados para ajustar as cargas e a 

velocidade durante o período de treinamento. Observamos que o exercício físico regular 

levou a ganhos de força muscular, hipertrofia e melhora da marcha, além de melhora da 

capacidade aeróbica, diminuição de TBARS e aumento da defesa antioxidante no músculo 

gastrocnêmio (TAC; SOD) e plasma (GSH; SOD; CAT). Aumento significante da área de 

secção transversa na região mediana do músculo gastrocnêmio após o TC, porém a 

imunomarcação de irisina nestas células não apresentou resultado significante. As ratas 

submetidas ao TC, durante o período da periestropausa, apresentaram melhora na defesa 

antioxidante e diminuição do dano oxidativo, além de hipertrofia muscular, ganho de força, 

melhora da marcha e aumento da capacidade aeróbica quando comparados aos animais 

sedentários. O conjunto de resultados obtidos indicam importante atuação do TC no 

músculo gastrocnêmio, com potencial para prevenção no desenvolvimento de sarcopenia 

e controle motor no período da senescência. 

 

Palavras-chave: periestropausa, treinamento combinado, irisina, sarcopenia, estresse 

oxidativo 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Sarcopenia makes up the frailty syndrome that can lead to falls, fractures, physical disability 

and mortality. Evidence suggests that the lack of physical exercise favors the loss of 

strength, and muscle mass. Thus, the present study aims to evaluate the effects of 

combined training (CT) on the redox state (blood and gastrocnemius) and the 

immunostaining of irisin in the gastrocnemius of Wistar rats in the reproductive senescence 

period. Periestropause rats (17 – 21 months) and adherent to physical exercise were 

distributed into the untrained (NT; n = 10) and CT (n = 10) groups. For 4 months, the rats 

were submitted to CT 3x a week, with strength training (ST) followed by aerobic training 

(AT), the maximum voluntary carrying capacity test (MVCC) and the incremental maximum 

velocity test (IMV) were applied to adjust loads and speed during the training period. We 

observed that regular physical exercise led to gains in muscle strength, hypertrophy, and 

gait improvement, in addition to improved aerobic capacity, decreased TBARS, and 

increased antioxidant defense in the gastrocnemius muscle (FRAP; SOD) and plasma 

(GSH; SOD; CAT). An increase in irisin expression in the gastrocnemius was observed after 

CT, but not enough for a significant result. Rats submitted to CT, in the periestropause 

period, showed improvement in antioxidant defense and decreased oxidative damage, in 

addition to muscle hypertrophy, strength gain, improved gait, and increased aerobic capacity 

of animals submitted to CT when compared to sedentary animals. The set of results 

obtained shows an important role of CT in the gastrocnemius muscle, with the potential to 

prevent the development of sarcopenia and motor control in the period of senescence. 

 

Keywords: periestropause, combined training, irisin, sarcopenia, oxidative stress 
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1. INTRODUÇÃO 

A perimenopausa é fase natural da vida que ocorre durante o climatério, sendo 

período de transição na senescência reprodutiva feminina. Este período de transição resulta 

de conjunto de transformações que envolvem sequência de ativação e desativação de 

complexas vias regulatórias em humanos. Neste sentido, o eixo reprodutivo feminino 

(hipotálamo-hipófise-ovário-uterino) passa por grandes alterações, evidenciado pela 

variabilidade na duração do ciclo menstrual, flutuações nas concentrações hormonais, 

número de folículos ovarianos e ovulação irregular (BRINTON et al., 2015). A análise da 

concentração de hormônios ovarianos, como a realizada por Tepper e colaboradores 

(2012), ilustra bem a fase da perimenopausa, pois a concentração sérica de 17β-estradiol 

passa por declínio lento e constante, em seguida, concentração baixa ao longo do tempo 

e, em período mais tardio, aumento com declínio lento e aumento com declínio acentuado. 

A redução na secreção ovariana de estradiol é mais característica na fase tardia da 

perimenopausa, à medida que ciclos anovulatórios aumentam (DELAMATER & SANTORO, 

2018). Destaque também para a inibina, hormônio ovariano que consiste em duas 

subunidades alfa e beta (α e βA ou βB) e formam os dímeros inibina A e inibina B, cuja 

secreção diminui na fase mais precoce da perimenopausa. A principal função da inibina, 

subunidade B, consiste em suprimir seletivamente a secreção hipofisária do hormônio 

folículo-estimulante (FSH) por retroalimentação negativa (ROBERTSON & BURGER, 

2002). Na perimenopausa há redução no número de folículos e, consequentemente, menor 

secreção de inibina B, acarretando menor inibição hipofisária e aumentando a secreção de 

FSH. Portanto, o aumento de FSH nessa fase inicial não se deve, principalmente, a 

diminuição de estradiol.  

Os estágios do envelhecimento reprodutivo na transição da perimenopausa para a 

pós-menopausa apresentam sintomas característicos inerentes, tais como a variabilidade 
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na duração do ciclo, sintomas vasomotores (ondas de calor) e flutuações hormonais, 

descritos e inseridos nos critérios STRAW (HARLOW, 2012; SANTORO & TAYLOR 2011). 

Neste período há maior riscos para instalação e ocorrência de doenças como as 

cardiovasculares (SERVIENTE et al., 2016), osteoporose (HAO et al., 2021), doença de 

Alzheimer (DA) (SCHEYER et al., 2018), bem como diminuição de massa e função 

muscular (GRECO et al., 2019).  

No período da perimenopausa, a redução na concentração plasmática de estradiol 

e o comprometimento de sua atuação como regulador molecular de propriedades do 

músculo esquelético (JUPPI et al., 2020) contribuem para diminuição da massa muscular, 

pois favorecem mudanças estruturais importantes e diminuem a capacidade regenerativa, 

(THIRUPATHI et al., 2020; GONZALEZ-FREIRE et al., 2014). Em 1988, em reunião no 

Novo México, cientistas chegaram ao consenso sobre a importância da sarcopenia, evento 

fisiológico e patológico caracterizado pela diminuição da massa muscular e função, que 

afeta a deambulação, mobilidade, consumo de energia, independência, consumo de 

nutrientes, status e função respiratória (ROSENBERG, 1997). Atualmente, a sarcopenia é 

caracterizada como distúrbio muscular esquelético generalizado, progressivo e relacionado 

a idade, acompanhado por força muscular diminuída, baixa qualidade e quantidade 

muscular e desempenho funcional prejudicado (CRUZ-JENTOFT et al., 2019). A sarcopenia 

compõe a síndrome da fragilidade que pode levar a quedas, fraturas, incapacidade física e 

mortalidade (DUDA et al., 2019) além de maior risco de resistência à insulina, diabetes e 

doenças cardiovasculares (Fig.1) (BILSKI et al., 2022). Com o aumento da expectativa de 

vida e o rápido crescimento da população idosa, a sarcopenia tornou-se problema 

emergente de saúde pública. Possíveis mecanismos responsáveis pela sarcopenia já 

descritos incluem: deficiências nutricionais e sedentarismo, alterações bioquímicas e 

físicas, levando à atrofia das fibras, recrutamento ineficiente das células satélites, alteração 
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endócrina, estresse oxidativo e redução na estimulação neuronal devido à redução do 

número de  motoneurônios alfa (α), determinando danos no DNA mitocondrial (mtDNA), e 

mutações que reduzem a produção de energia da célula afetada, resultando em 

anormalidade no sistema de transporte de elétrons que culminará na perda da fibra 

muscular (WANAGAT et al., 2001). 

A sarcopenia compõe a síndrome da fragilidade 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 – A sarcopenia é caracterizada como distúrbio muscular esquelético generalizado, progressivo e 
relacionado a idade, acompanhado por força muscular diminuída, baixa qualidade e quantidade muscular e 
desempenho funcional prejudicado. A sarcopenia compõe a síndrome da fragilidade que pode levar a quedas, 
fraturas, incapacidade física e mortalidade, além de maior risco de resistência à insulina, diabetes e doenças 
cardiovasculares. Abreviações: RI: resistência à insulina; DCV: doenças cardiovasculares. Fonte: Modificado 
de BILSKI et al., 2022; DUDA et a., 2019; CRUZ-JENTOFT et al., 2019. 

 
Há evidências de que a realização de atividade física melhora os sintomas da 

menopausa precoce, além de sintomas vasomotores (ASGHARI et al., 2017; AYATI et al., 

2008; ELAVSKY & MCAULEY, 2007), diminui também sintomas físicos e mentais 

(ASGHARI et al., 2017) e propicia melhor qualidade de vida para essas mulheres 

(ASGHARI et al., 2017; MANSIKKAMÄKI et al., 2015; ELAVSKY & MCAULEY, 2007). Além 

disso, evidências sugerem que a falta de atividade física favorece a perda de força e massa 
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muscular (PASCUAL-FERNÁNDEZ et al., 2020). Sendo assim, o exercício é importante 

estímulo anabólico e pode melhorar força muscular, marcha, equilíbrio e capacidade 

aeróbia (BILSKI et al., 2022), tornando-se potente aliado para evitar o surgimento da 

sarcopenia (PASCUAL-FERNÁNDEZ et al., 2020).  

É de conhecimento que a massa muscular esquelética, número e tamanho das fibras 

musculares, é regulada pelo equilíbrio da síntese e degradação das proteínas do músculo 

esquelético, portanto, a proteólise aumentada resulta em diminuição na massa muscular 

(IKEDA et al., 2019). A diferenciação dos tipos principais de fibras musculares é baseada 

no conteúdo do tipo de cadeia pesada de miosina dominante, o principal determinante das 

propriedades contráteis das células musculares. As fibras do tipo I tem alta densidade 

mitocondrial e capilar e fornecem energia para contrações longas. As fibras do tipo IIA e IIX 

são glicolíticas e predominam em atividades de alta intensidade de curta duração. A idade, 

nível de atividade física e peso corporal podem predizer a predominância de tipos de fibras 

do indivíduo (JUPPI et al., 2020). A área de secção transversal do músculo esquelético 

diminui com o envelhecimento e sua composição torna-se predominante de fibras tipo I 

(IKEDA et al., 2019). Portanto, o condicionamento físico adequado na perimenopausa é 

significativo na melhora dos sintomas e na prevenção de doenças crônicas (HAO et al., 

2021). Estudo do nosso laboratório, demonstrou que ratas no período da periestropausa 

após intervenção com treinamento de força apresentaram resultados significantes em 

relação ao metabolismo muscular, com alterações no percentual de tipagem das fibras 

musculares. Estes animais apresentaram aumento no percentual de fibras glicolíticas (tipo 

II) e redução das fibras oxidativas (tipo I), quando comparados aos animais pertencentes 

ao grupo NT (MORAIS et al., 2016).  

O exercício físico desencadeia adaptações fisiológicas dependentes de fatores como 

a duração do exercício, a frequência em que é realizado esse exercício e a intensidade do 
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mesmo, que vão gerar essas adaptações resultando em aumento do consumo de oxigênio 

(HAWLEY, 2009). O treinamento de força (TF) é estratégia importante para prevenir a 

sarcopenia, pois promove ativação e proliferação de células satélites, aumenta a síntese 

de proteínas musculares e induz sinalização do alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR), 

que é responsável pelas alterações na síntese proteica, autofagia e expressão do 

coativador do receptor γ ativado por proliferador de peroxissoma 1α (PGC-1α) (BILSKI et 

al., 2022; HEO et al., 2017), por esta razão, o TF é recomendado para idosos para melhorar 

massa e função do músculo esquelético (BILSKI et al., 2022). Outro tipo de treinamento 

com efeitos benéficos para os idosos é o treinamento aeróbio (TA), pois aumenta ou 

mantém a capacidade aeróbia dos músculos esqueléticos, melhora a saúde cardiovascular, 

capacidade oxidativa muscular, tem efeito anti-inflamatório, reduz estresse oxidativo e 

resistência à insulina (Fig. 2) (BILSKI et al., 2022). A combinação de treinamento de força 

e aeróbio, denominado de treinamento combinado (TC) (MURACH & BAGLEY, 2016) em 

idosos parece ser a estratégia mais eficaz para melhorar as funções neuromusculares e 

cardiorrespiratórias, mantendo assim a capacidade funcional durante o envelhecimento 

(CASTOLDI et al., 2017; 2013). 
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Efeitos do treinamento de força e treinamento aeróbio em idosos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 2 – O TF promove ativação e proliferação de células satélites, aumenta a síntese de proteínas 
musculares e induz sinalização de mTOR, que é responsável pelas alterações na síntese proteica, autofagia 
e expressão de PGC-1α, por isso o TF melhora massa e função muscular prevenindo a sarcopenia. O TA 
melhora a saúde cardiovascular, tem efeito anti-inflamatório e reduz estresse oxidativo e resistência à insulina, 
tem influência direta na melhora da capacidade aeróbia e oxidativa dos músculos esqueléticos. Abreviações: 
TF: treinamento de força, mTOR: alvo da rapamicina em mamíferos, PGC-1α: coativador do receptor γ ativado 
por proliferador de peroxissoma 1α, TA: treinamento aeróbio. Fonte: Modificado de BILSKI, et al., 2022. 

 

Durante ou imediatamente após o exercício físico (KORTA et al., 2019), os miócitos 

ou células musculares secretam miocinas em resposta a contração muscular (WASEEM et 

al., 2022). Essas miocinas exercem vários efeitos biológicos, diretamente no tecido 

muscular (efeito autócrino), nos tecidos próximos (efeito parácrino) ou longe do local de 

secreção (efeito endócrino) quando transportado pelo sangue, interferindo em processos 

complexos de muitos órgãos como metabolismo, angiogênese e inflamação (MANCINELLI 

et al., 2021; LAURENS et al., 2020). Em 2012, Bostrom e colaboradores descreveram uma 

molécula secretada pelos miócitos, a irisina, fragmento de proteína da membrana celular 

denominada proteína 5 contendo domínio de fibronectina tipo III (FNDC5). A irisina é 

adipomiocina secretada principalmente pelo músculo esquelético, mas há evidências que 

os tecidos adiposos subcutâneos e viscerais também secretam essa molécula e ainda os 

testículos, fígado, pâncreas, cérebro, baço, coração e estômago à produzem em menores 
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quantidades (KORTA et al., 2019). A irisina converte tecido adiposo branco (TAB) em tecido 

adiposo marrom (TAM) através da regulação positiva da expressão da proteína 1 de 

desacoplamento (UCP-1), mediante ao aumento do gasto de energia (BOSTROM et al., 

2012), está envolvida também na melhora da tolerância a glicose e na melhora da 

resistência à insulina (LI et al., 2019). Outras funções biológicas importantes já foram 

atribuídas a essa miocina, como regulação do comportamento depressivo, proliferação de 

osteoblastos e massa óssea cortical (WASEEM et al., 2022). Estudo com camundongos 

machos, observou que injeção de irisina duas vezes por semana intraperitoneal melhorou 

a regeneração, induziu hipertrofia e reduziu a degradação de proteínas devido à ativação 

de células satélites e aumento da síntese proteica (REZA et al., 2017). Sendo o músculo 

esquelético a principal fonte de irisina, ele determina as concentrações circulantes dessa 

miocina e a perda de massa muscular no período do envelhecimento pode diminuir essas 

concentrações (MANCINELLI et al., 2021). Park e colaboradores (2019), estudaram 

mulheres pós menopausadas, com 60 anos ou mais, e sugeriram a irisina como 

biomarcador para sarcopenia, pois foi observado concentrações diminuídas de irisina 

circulante nos grupos de sarcopenia e pré sarcopenia quando comparado ao grupo não-

sarcopênico. 

Estudos mostraram que a irisina influencia a expressão de diferentes genes 

neuronais que influenciam a plasticidade neuronal e podem neutralizar a 

neurodegeneração. A irisina é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica e afetar 

diretamente a função e a atividade neural, atuando na plasticidade sináptica e protegendo 

neurônios contra a neurodegeneração (FARSHBAF & ALVIÑA, 2021). O aumento da 

expressão de FNDC5 correlaciona-se positivamente com a expressão do fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF), uma das mais importantes moléculas sinalizadoras para 

plasticidade sináptica e neurogênese no hipocampo. Importante função na sinapse e 
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memória de camundongo, modelo para estudo da Doença de Alzheimer (DA), confirmaram 

os efeitos benéficos dos exercícios mediados pela irisina no funcionamento adequado do 

Sistema Nervoso Central (SNC) (KORTA et al., 2019). Estudo utilizando camundongos 

fêmeas e machos de 2 a 3 meses de idade foram submetidos a exercício aeróbio e a 

injeções cerebrais de oligômeros Aβ, tornando-os modelos experimentais da DA, o grupo 

observou que esses animais apresentaram proteção do comprometimento da memória e 

observaram também que os níveis hipocampais de irisina/FNDC5 e BDNF foram maiores 

nos animais submetidos ao treinamento quando comparado ao grupo sedentário 

(LOURENÇO et al., 2019). Outra investigação com homens e mulheres com 55 anos de 

idade que apresentaram risco de demência foram divididos em três grupos, treino cognitivo 

com atividades feitas no computador, treinamento físico multimodal incluindo aeróbio, força, 

equilíbrio, coordenação e flexibilidade e grupo controle, após o período de intervenção foi 

observado aumento da concentração de irisina no soro desses indivíduos do grupo treino 

cognitivo e treinamento físico, melhorando, de acordo com o autor, memória e cognição 

global (KUSTER et al., 2017). A irisina demonstrou regular a função mitocondrial em 

cardiomiócitos de modelo de infarto de miocárdio, restaurou o potencial de membrana 

mitocondrial e anulou a regulação negativa dos níveis do complexo respiratório 

mitocondrial, além de melhorar concentrações de glutationa (GSH), superóxido dismutase 

(SOD) e glutationa peroxidase (GPX), evidenciando a participação da irisina na melhora da 

defesa antioxidante (XIN & LU, 2020). 

Entre as hipóteses aceitas para explicar o envelhecimento, está a teoria dos radicais 

livres, proposta por Denham Harman (1956), a qual estabelece que o envelhecimento é 

derivado dos efeitos deletérios nas organelas celulares, causados pelas Espécies Reativas 

de Oxigênio (EROs) (HARMAN, 1956). No período da senescência o indivíduo torna-se 

mais suscetível aos danos do estresse oxidativo (EO), resultante do desequilíbrio entre as 
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espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, com consequente dano celular (DANI et al., 

2020; ALCAZAR et al., 2019; MIRANOWICZ-DZIERZAWSKA, 2018, HAAK et al., 2009). O 

EO causado pela diminuição da capacidade antioxidante resulta do aumento na produção 

de EROs e concentrações diminuídas de antioxidantes (GOMES et al., 2017; 

ALTENHÖFER et al., 2015). As EROs, em concentrações fisiológicas, desempenham 

funções na sinalização redox e sobrevivência celular, ativando ou inibindo enzimas e 

cascatas dependentes de genes (GOMES et al., 2017). Por consumir grande quantidade 

de oxigênio, o músculo esquelético pode gerar EROs na mesma proporção, interferindo nas 

alterações musculares como por exemplo na sarcopenia, observado no músculo 

envelhecido (GOMES et al., 2017). Outro tecido diretamente afetado pelo EO é o 

hipocampo que é extremamente sensível a este dano, favorecendo a neurodegeneração 

(POSTU et al., 2019; CHERBUIN et al., 2019). A micróglia, células imunes do SNC, tem 

suas funções afetadas no envelhecimento (D’AVILA et al., 2018; STREIT et al., 2014), e 

quando ativada produz mediadores inflamatórios, EROs e neurotoxicidade, associados a 

declínios cognitivos (D’AVILA et al., 2018; WOHLE & DELPECH, 2017).  As enzimas 

antioxidantes podem ser modificadas por exercício físico, alimentação e como destacado 

anteriormente, pelo envelhecimento (GOMES et al., 2017; FRANZKE et al., 2014). Os 

idosos que praticam exercício físico tendem a aumentar as defesas antioxidantes (DANI et 

al., 2020), pois a atividade física é preditora da função mitocondrial muscular, uma vez que 

há diminuição de mitocôndrias e suas funções no período do envelhecimento (GOMES et 

al., 2017; CARTER et al., 2015; KANG et al., 2013). O exercício crônico está relacionado a 

concentrações diminuídas de marcadores de EO e aumento da capacidade antioxidante 

enzimática e não enzimática em indivíduos jovens, adultos e idosos (GOMES et al., 2017; 

TAKAHASHI et al., 2013; FATOUROS et al., 2004; LAFOREST et al., 1990). 
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Nossa hipótese é que a prática do treinamento combinado propicia aumento na 

imunomarcação de irisina no músculo gastrocnêmio e induz benefícios em prol do estado 

redox, contribuindo para manutenção da massa muscular e melhor capacidade de marcha 

das ratas no período da periestropausa. 

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar os efeitos do TC no estado redox (sangue e gastrocnêmio) e a 

imunomarcação de irisina no gastrocnêmio de ratas Wistar no período de senescência 

reprodutiva. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Analisar dano oxidativo proteico e lipídico, defesa antioxidante enzimática e não-

enzimática, após realização do TC, no sangue e gastrocnêmio de ratas na 

periestropausa; 

• Determinar imunomarcações de irisina no músculo esquelético gastrocnêmio de 

ratas na periestropausa, após realização do TC; 

• Avaliar a qualidade da marcha dos roedores em período que antecede e após o 

período de realização do TC; 

• Verificar, nas variáveis analisadas, os possíveis efeitos do exercício físico realizado 

durante o período da periestropausa. 

 

3. METODOLOGIA 

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Araçatuba (FOA/UNESP) 
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(processo nº 00826-2018) e conduzido de acordo com os Princípios Éticos da 

Experimentação Animal. 

 3.1 Animais 

Após a aprovação do protocolo experimental, 20 ratas da linhagem Wistar (Rattus 

norvergicus albinus), com idade inicial de 17 meses, multíparas (3 a 4 procriações dos 2 

aos 10 meses de idade), provenientes do Biotério Central da Faculdade de Odontologia de 

Araçatuba (FOA), foram incluídas neste estudo. As ratas foram mantidas em caixas 

coletivas (4 animais/caixa) em ambiente com temperatura (22 ± 2°C), ciclo de luz invertida 

(12/12h) e umidade (55 ± 10%) controlados e acesso livre à água e ração (Presence® Ratos 

e Camundongos, Paulínia, SP, Brasil).  

 3.2 Determinação dos grupos de trabalho e critério de inclusão e exclusão 

Foram incluídas apenas ratas multíparas com 17 meses e com ciclo estral irregular, 

onde o mesmo foi verificado através do esfregaço vaginal e analisado a fresco ao 

microscópio óptico durante 2 semanas (FERNANDES et al., 2020; NICOLA et al., 2016; 

FERREIRA et al., 2015; LONG & EVANS, 1922). Após essa confirmação, foi verificada a 

treinabilidade das ratas afim de determinar aderência ao exercício físico. Para o protocolo 

do exercício aeróbio foi adotada a escala de desempenho em corrida com score de 1 a 5 

(HENRIQUE, 2018; DISHMAN et al., 2006), classificado da seguinte maneira: 1) o animal 

se recusa a correr; 2) corrida sem constância (corre e para ou corre em direção errada); 3) 

corrida irregular; 4) corrida boa (ocasionalmente corre na parte de trás da esteira); 5) corrida 

excelente (corre permanentemente na parte da frente da esteira). Foram incluídos nos 

grupos experimentais apenas os animais que obtiveram classificação 3 ou mais. A análise 

de aderência das ratas ao treinamento resistido foi realizada com as ratas que 

apresentaram aderência ao exercício aeróbio. Os animais foram submetidos a teste de 

escalada voluntária na escada, sem a utilização de carga. Os animais que se recusaram a 



28 
 

subir escada foram classificados como não aderentes ao exercício e por isso excluídos do 

estudo. Ressaltamos que as ratas excluídas dos grupos de exercício também não fizeram 

fazer parte do grupo controle. Ao fim do processo de inclusão e exclusão, as ratas foram 

distribuídas aleatoriamente em dois grupos: 1) ratas não submetidas a treinamento de 

exercício físico (NT); 2) Treinamento Combinado (TC) (Fig. 3). 

Delineamento Experimental 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3 – Delineamento experimental resumido. Abreviações: CCVM (Teste de 
Capacidade de Carregamento Voluntário Máximo); TIVM (Teste Incremental de Velocidade 
Máximo). 

 

 3.3 Protocolo de treinamento físico 

O treinamento combinado ocorreu em 03 sessões por semana no período de 120 

dias. Cada sessão com 40 minutos de duração, sendo 20 minutos na fase anaeróbia e em 

seguida, 20 minutos na fase aeróbia.  

Fase Anaeróbia: a familiarização na escada (1.13 × 0.18 m, grade de 2 cm, ângulo 

de 80º, com área de descanso de 20 × 20 × 20 cm diâmetro no topo – fabricada pelo Setor 

de Manutenção - Faculdade de Odontologia de Araçatuba, UNESP, Araçatuba, SP, Brasil) 

foi realizada uma (01) semana antes do início dos treinos, sendo executadas subidas 

voluntárias sem a utilização de carga. Após o período de familiarização foi aplicado o teste 

de capacidade de carregamento voluntário máximo (CCVM), onde acoplamos dois tubos 

plásticos (BD Falcon 50 mL tubo cônico, BD Biosciences®, Bedford, MA, USA) preenchidos 

com esferas de aço (Esferas de aço, Cabana S/A, SP, Brasil) unidos à cauda com fita 
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adesiva (Missner & Missner Ltda, Blumenau, SC, Brasil), seguindo o protocolo estabelecido 

por (HORNBEGER & FARRAR, 2004) e também já reproduzido anteriormente em nosso 

laboratório (PERES-UENO et al., 2020; MORAIS et al., 2017; STRINGHETTA-GARCIA et 

al., 2016; 2017). O teste teve início com 75% do peso corporal da rata e adicionado 30 

gramas a cada série executada com sucesso até a falha concêntrica do movimento 

atingindo assim a CCVM. Foi tomado por parâmetro a última execução concêntrica do 

animal e a partir desta calculada a carga de trabalho. O programa foi composto pela 

execução do treinamento resistido e treinamento aeróbio, sendo executados nesta 

respectiva ordem, realizados três vezes na semana (segunda-feira, quarta-feira e sexta-

feira) durante 120 dias. A fase anaeróbia foi realizada pela escalada na escada em 5 séries 

inicialmente à 60% da CCVM, sendo elevado 10% a cada semana até alcançarmos a carga 

de trabalho definitiva de 80% da CCVM.  

Fase Aeróbia: a familiarização na esteira (fase aeróbia) foi realizada por três dias 

consecutivos, por 10 minutos/dia em velocidade de 10 metros por minuto (m/min) (NOKIA 

et al., 2016). Após a familiarização, as ratas ficaram 24 horas sem atividades e 

posteriormente realizaram o teste incremental de velocidade máxima (TIVM) proposto por 

Picoli e colaboradores (2018) a fim de determinar a velocidade de trabalho de cada animal 

estando associado com o VO2 máximo. O teste consistiu em período inicial de aquecimento 

com duração de 5 minutos à velocidade de 6 m/minutos. Posteriormente, a velocidade foi 

aumentada para 11,4 m/min seguido por acréscimo de 5,4 m/min a cada 3 minutos de 

corrida até atingir a exaustão, caracterizada pela incapacidade de o animal continuar por 

mais de 10 segundos, chegando assim ao VO2 pico (Picoli et al., 2018). Imediatamente 

após a fase anaeróbia as ratas foram colocadas na esteira ergométrica dando início a fase 

aeróbia, sendo esta composta por 20 minutos (ininterruptos) de corrida à 60% da velocidade 

máxima na primeira semana e 70% nas demais semanas até o fim do programa. A partir 
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da quarta semana foram realizados novos testes de CCVM e de velocidade na esteira, 

sendo repetidos a cada quatro semanas. 

3.4 Teste funcional de deambulação 

O teste de deambulação possibilita avaliação funcional da marcha de roedores e 

indicativo do estado da função muscular esquelética (KENNEL et al., 1996). Neste teste, as 

patas traseiras dos animais foram colocadas em contato com tinta (guache) atóxica preta e 

as patas dianteiras em tinta marrom. Em seguida, os animais foram posicionados em caixa 

retangular de madeira (45 cm de comprimento, 8 cm de largura e 20 cm de altura; sem teto 

e forrada com papel branco) para caminharem por três tentativas. Antes de terem as patas 

pintadas, os animais caminharam pela caixa três vezes. Em seguida, o comprimento e a 

largura da passada foram mensurados. Os dados foram obtidos previamente (17 meses de 

idade) e ao final do período de TC (21 meses de idade). 

3.5 Coleta de Material Biológico 

Quarenta e oito (48) horas após o último treinamento físico e realização do teste 

funcional, foi realizada a eutanásia dos animais por decapitação. O sangue foi coletado em 

tubos devidamente heparinizados e em seguida centrifugados (4°C; 1500 rpm; 15 minutos) 

(Beckman J-6M Induction Drive Centrifuge; Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, USA). 

O plasma foi aliquotado e armazenado a - 80°C para análises posteriores. O músculo 

gastrocnêmio lateral (direito e esquerdo) foi cuidadosamente dissecado, pesado e 

congelado em nitrogênio líquido e em seguida, armazenados em freezer -80°C para 

posteriores análises bioquímicas e de imunoistoquímica. 

3.6 Coloração pela hematoxilina-eosina (HE) 

Para a análise histométrica, secções histológicas de 5 µm foram realizadas em 

micrótomo e colocadas em banho maria a 36º C para expandir o corte. Essas secções 
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histológicas foram submetidas à coloração pela HE. Para isso, as secções histológicas 

passaram pelo processo de desparafinização inicial em estufa (56°C a 58°C), durante 30 

minutos. Seguida pela desparafinização completa em sequência de xilol, hidratação em 

série decrescente de etanol, lavagem em água. Logo após, imersão em Hematoxilina por 2 

minutos, lavagem em água, imersão em Eosina por 5 minutos, lavagem em água, 

desidratação em série crescente de etanol, diafanização em sequência de xilol e 

recobrimento com meio de montagem e lamínulas de vidro. 

3.7 Imunoperoxidase indireta para detecção de irisina 

Para a análise imunoistoquímica, as secções histológicas de 5 µm foram submetidas 

à desparafinização inicial em estufa (56°C a 58°C), durante 30 minutos, seguida pela 

desparafinização completa em sequência de xilol, hidratação pelo etanol em série 

decrescente. A partir desta e previamente a cada uma das etapas da reação 

imunoistoquímica, os cortes histológicos foram submetidos a três lavagens em PBS durante 

5 minutos, PBS acrescido de 0,05% de Triton® X-100 durante 5 minutos e PBS durante 5 

minutos. 

A recuperação antigênica foi realizada através da imersão das lâminas histológicas 

em tampão citrato 10mM e pH 6,0 (Antigen Retreival Buffer 1, Spring Bioscience 

Corporation, Pleasanton/CA, EUA), em câmara pressurizada (Decloaking Chamber®, 

Biocare Medical LLC., Concord/CA, EUA). Posteriormente, as lâminas foram imersas em 

solução constituída de 3% de peróxido de hidrogênio em PBS durante 60 minutos, e em 

solução constituída de 4% de leite em pó desnatado em PBS durante 60 minutos, para o 

bloqueio da peroxidase e da biotina endógenas, respectivamente. 

O bloqueio dos sítios inespecíficos foi realizado em solução constituída de 1,5% de 

soro albumina bovino (BSA, Bovine serum albumine) em PBS acrescido de 0,05% de 

Triton® X-100 durante 12 horas. As lâminas contendo as amostras de cada grupo 
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experimental foram incubadas com o anticorpo primário anti-irisina do rato gerado em 

coelho (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, EUA). Os cortes foram 

incubados com anticorpo secundário biotinilado por 2 horas e subsequentemente tratados 

com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte - HRP por 1 hora (Universal 

Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA). 

A revelação foi realizada utilizando-se como cromógeno o composto 3,3’- 

diaminobenzidina (K3468; Liquid DAB+ Substrate Chromogen System, Dako North America 

Inc.). Para a contracoloração, os espécimes foram submetidos a lavagens em água, 

imersão em Hematoxilina de Harris por 30 segundos, lavagens em água, desidratação em 

série crescente de etanol, diafanização em sequência de xilol e recobrimento com meio de 

montagem e lamínulas de vidro. 

 Como controle negativo da reação, as secções histológicas foram submetidas às 

mesmas etapas descritas, suprimindo-se apenas a utilização do anticorpo primário. Todas 

as etapas da reação imunoistoquímica basearam-se no protocolo descrito por Ervolino e 

colaboradores (2019). 

3.8 Análise de Estresse Oxidativo 

 3.8.1 Concentração de proteína total (PT) e ensaios de atividade plasmática 

A concentração de PT foi determinada pelo método de Hartree-Lowry (HARTREE, 

1972; LOWRY et al., 1951), usando albumina sérica bovina como padrão. A atividade 

plasmática foi determinada pela reação de cor amido-iodo usando kit comercial (Labtest, 

Brasil). A mistura de reação contendo 0,04% (p/v) de amido solúvel como substrato em 

tampão fosfato 0,2 mol/L a pH 7,0 e incubada por 7,5 min a 37 ºC. A reação foi então 

interrompida com a adição de solução contendo iodo/iodeto de potássio e HCl. As 

absorbâncias da amostra e do branco foram lidas a 660 nm. Uma unidade de atividade foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para hidrolisar 10 mg de amido em 30min 
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de reação nas condições de ensaio descritas. As concentrações de PT dos 

homogeneizados de tecido foram usadas para normalização das atividades plasmáticas. 

 

3.8.2 Dano oxidativo lipídico e proteico 

A peroxidação foi determinada por meio de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARs) (BUEGE & AUST, 1978). O sobrenadante foi agitado suavemente 

com mistura de reação contendo 15% (p/v) de ácido tricloroacético, 0,67% (p/v) de ácido 

tiobarbitúrico e 0,25 mol/L de HCl. As amostras foram incubadas em banho-maria a 95°C 

por 45 minutos e depois resfriadas em gelo. Por fim, as amostras foram centrifugadas a 

1000 x g por 10 minutos. Após centrifugação, o TBARS no sobrenadante foi determinado a 

532 nm em leitor de microplacas (Biotek Powerwave 340, EUA). A quantidade de aldeídos 

formados foi calculada usando seu coeficiente de extinção (ε532 = 1,56 ×1 05 M-1 cm-1) e 

expressa em µmol/L. O teor de proteínas carboniladas foi quantificado pelo método alcalino 

de 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH) (MESQUITA et al., 2014). Resumidamente, DNPH 

(10 mmol/L em 0,5 M H3PO4) foi adicionado ao sobrenadante e a mistura foi incubada por 

10 min à temperatura ambiente. NaOH (6 mol/L) foi então adicionado. Após 10 min de 

incubação à temperatura ambiente, a absorbância foi lida a 450 nm contra um branco no 

qual a solução de proteína foi substituída por igual volume de solução tampão. O teor de 

carbonila foi calculado usando o coeficiente de absorção molar (ε450 = 22.308 M−1 cm−1) 

em relação à concentração de PT. 

3.8.3 Defesa antioxidante não-enzimática 

A capacidade antioxidante total (TAC) foi determinada espectrofotometricamente 

usando o ensaio FRAP, conforme descrito anteriormente por Benzie e Strain (1996) com 

base na redução de Fe3+ a Fe2+, quelado por 2,4,6-tri (2 -piridil) - s-triazina (TPTZ) para 
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formar o complexo Fe2+-TPTZ com absorbância máxima em 593 nm. Os resultados foram 

calculados usando curva padrão construída usando diferentes concentrações de soluções 

de FeSO4.  

O teor de GSH reduzido + GSSG oxidado (tGSH) foi determinado 

espectrofotometricamente em ensaio ligeiramente modificado, conforme descrito 

anteriormente (AKERBOOM & SIES, 1981). Os sobrenadantes dos extratos ácidos foram 

adicionados em meio contendo 100 mmol/L de tampão fosfato de potássio (pH 7,5), 2 

mmol/L EDTA, 0,6 mmol/L 5,5'-ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB), 0,2 mmol/L NADPH 

e glutationa redutase 0,5 kU/L, e a formação reduzida de DTNB foi determinada a 412 nm 

em curva padrão de GSH. Os níveis de tióis reativos a DTNB (como equivalentes de GSH) 

foram expressos como nmol/mg de PT.  

As concentrações de ácido úrico (AU) foram determinadas com kit comercial 

(Labtest, Brasil). A uricase foi usada no ensaio para transformar ácido úrico em alantoína e 

peróxido de hidrogênio. Na presença de peroxidase, o peróxido de hidrogênio reage com 

4-aminoantipirina e 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenossulfonato de sódio, formando o 

cromógeno antipirilquinonimina (TRIVEDI et al., 1978). As concentrações de PT dos 

homogeneizados de tecido foram usadas para normalização dos parâmetros. 

3.8.4 Defesa antioxidante enzimática 

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada 

espectrofotometricamente (420 nm) usando a inibição da taxa de autooxidação de pirogalol 

em 50 mmol/L de tampão Tris-HCl (pH 8,2), contendo 1 mmol/L de DTPA. Uma unidade de 

SOD foi definida como a quantidade de enzima necessária para inibir a taxa de auto-

oxidação do pirogalol em 50% (MARKLUND & MARKLUND, 1974).  

A atividade de catalase (CAT) foi determinada espectrofotometricamente (240 nm) 

através da taxa de decomposição de peróxido de hidrogênio em 50 mmol/L de tampão 
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fosfato de potássio (pH 7,0) (AEBI, 1984). As unidades de atividade enzimática foram 

determinadas usando o coeficiente de extinção molar de H2O2 (ε240 = 0,0394 mM-1 cm-1). 

Uma unidade de atividade de CAT foi definida como a quantidade da enzima necessária 

para decompor 1 mmol de peróxido de hidrogênio por 1 minuto.  

A atividade de GPx foi avaliada em ensaio acoplado com oxidação de NADPH 

catalisada por glutationa redutase (GR) usando hidroperóxido de terc-butila como substrato 

(WENDEL, 1981). A atividade da enzima foi determinada espectrofotometricamente 

monitorando o desaparecimento de NADPH a 340 nm em meio contendo 50 mmol/L de 

tampão fosfato de sódio (pH 7,5), 1 mmol/L EDTA, 0,1 mmol/L NADPH, 0,4 mmol/L de azida 

de sódio, 0,1 U /mL de GR, 1 mmol/L de GSH, 0,5 mmol/L de hidroperóxido de terc-butila 

e homogeneizados de tecido. A azida de sódio foi usada para bloquear a atividade da 

catalase. Um µ de atividade de GPx foi definido como 1 mmol de NADPH consumido por 

minuto, usando o coeficiente de extinção molar de NADPH (ε340 = 6,2 mM−1 cm−1). As 

concentrações de PT dos homogeneizados de tecido foram usadas para normalização das 

atividades enzimáticas. 

3.8.5 Preparo do homogenato do músculo gastrocnêmio 

As amostras do músculo gastrocnêmio foram descongeladas em gelo e lavadas em 

solução salina gelada (NaCl 0,9%, m/v). O homogeneizador Potter-Elvehjem (modelo MA 

099; Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) foi usado para preparar os homogenatos a 5% em 

tampão fosfato de sódio 50 mmol/L (pH 7,4) contendo 0,2% (v/v) de Triton X-100, ácido 

dietilenotriaminopentacético (DTPA) 10 mmol/L e fluoreto de fenilmetanossulfonil 2 

mmol/L(PMSF). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 min a 4°C 

(Centrífuga Eppendorf R 5810; Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi 

coletado, aliquotado e armazenado a -80°C para análise de Proteína Carbonilada (PC), 

TBARs, TAC, SOD, CAT e GPx. Os sobrenadantes para serem usados para determinação 
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da GSH foram preparados em 5% (m/v) de ácido tricloroacético (TCA) contendo 2 mmol/L 

de ácido dietilenotriaminopenta acético (EDTA), centrifugado a 4000 rpm/10 min/4°C. 

 

3.8.6 Dano oxidativo lipídico e proteico 

A concentração de PC foi quantificada usando o método alcalino 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) (MESQUITA et al. 2014). O conteúdo de carbonil foi calculado 

usando o coeficiente de extinção molar (ε450 = 22.308 M-1 cm-1). A peroxidação lipídica foi 

avaliada por meio da concentração de TBARs (BUEGE & AUST, 1978). A quantidade de 

aldeídos formados foi calculada pelo coeficiente de extinção molar (ε532 = 1,56 × 105 M-1 

cm-1). 

3.8.7 Defesa antioxidante não-enzimática 

A capacidade antioxidante total foi determinada espectrofotometricamente por meio 

da FRAP, conforme descrito anteriormente por Benzie e Strain (1996). Os resultados foram 

calculados utilizando curva padrão com diferentes concentrações de soluções de FeSO4. A 

concentração de GSH (GSH reduzida + GSSG oxidada) foi determinada 

espectrofotometricamente em ensaio ligeiramente modificado, como descrito anteriormente 

(AKERBOOM & SIES, 1981). Os sobrenadantes ácidos foram adicionados a meio contendo 

100 mmol/L de tampão fosfato de potássio (pH 7,5), 2 mmol/L de EDTA, 0,6 mmol/L 5,5′-

ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB), 0,2 mmol/L de NADPH e 0,5 kU/L de glutationa 

redutase; a quantificação dos níveis foi baseada na curva padrão de GSH. 

3.8.8 Defesa antioxidante enzimática 

A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente (420 nm) 

mensurando a taxa de inibição da autoxidação do pirogalol em 50 mmol/L de tampão Tris-

HCl (pH 8,2), contendo 1 mmol/L de ácido dietilenotriamina pentacético (DTPA). Uma 
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unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessária para inibir a taxa de 

autoxidação do pirogalol em 50% (MARKLUND & MARKLUND, 1974). 

A atividade da CAT foi determinada espectrofotometricamente (240 nm) através da 

taxa de decomposição do peróxido de hidrogênio em tampão fosfato de potássio 50 mmol/L 

(pH 7,0) (AEBI, 1984). As unidades da atividade da enzima foram determinadas usando o 

coeficiente de extinção molar de H2O2 (ε240 = 0,0394 mM -1 cm -1).  Uma unidade de 

atividade da CAT foi definida como a quantidade de enzima necessária para decompor 1 

mmol de peróxido de hidrogênio por 1 minuto.   

A atividade da GPx foi determinada pelo método que utiliza o peróxido de di-terc-

butila como substrato da reação, ocorrendo oxidação da GSH pela GPx gerando GSSG, 

que é convertido em GSH pela glutationa redutase (GR), consumindo nessa reação uma 

molécula de NADPH (WENDEL, 1981). A atividade da enzima foi determinada 

espectrofotometricamente monitorando o consumo de NADPH a 340 nm em meio contendo 

50 mmol/L de tampão fosfato de sódio (pH 7,5), 1 mmol/L de EDTA, 0,1 mmol/L de NADPH, 

0,4 mmol/L de azida de sódio, 0,1 U/mL de GR, 1 mmol/L de GSH, 0,5 mmol/L de peróxido 

de terc-butila e amostras.  A azida de sódio foi usada para bloquear a atividade da catalase. 

Uma U da atividade da GPx foi definida como 1 mmol de NADPH consumido por minuto, 

usando o coeficiente de extinção molar (ε340 = 6,2 mM−1 cm−1). 

3.9 Análises Estatísticas 

Para o teste funcional de deambulação a normalidade foi analisada pelo teste de 

D'Agostino & Pearson e demais testes foi usado o teste de Shapiro-Wilk. Os resultados 

estão expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e considerados 

estatisticamente significantes quando 5% (p< 0,05), representados por (*) quando diferença 

entre grupos e (+●) quando comparados intragrupo. Os dados foram submetidos ao Teste 
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de análise de Variância (ANOVA) one-way e Kruskal-Wallis. Para análise intragrupo (18 vs 

21 meses) os dados foram submetidos a teste t pareado. 

4. RESULTADOS 

4.1 Parâmetros Gerais 

A análise do esfregaço vaginal das ratas Wistar evidenciou a irregularidade no ciclo 

estral, com citologia vaginal leucocitária caracterizando a ocorrência do diestro persistente 

nos animais com 17 meses. O acompanhamento do ciclo estral das ratas, durante 15 dias,  

mostrou a permanência em diestro persistente em 73% do período equivalente a três ciclos 

consecutivos, caracterizando a periestropausa (Fig. 4). Durante a intervenção de 120 dias 

de TC não houve diferença significante no peso corporal dos animais (Tabela 1).  

 

 

 

 

 
 
 

 
Figura 4 - Incidência das fases do ciclo estral das ratas Wistar com 17 meses em período equivalente a três 
ciclos consecutivos. Abreviações: P = proestro; E = estro; M = metaestro; D = diestro. Número de animais por 
grupo= 20. 

TABELA 1. Massa corporal inicial (18 meses) e final (21 meses) de ratas Wistar não 
treinadas e treinadas durante 120 dias.  
 

 
 
 
 
 
 
Os valores representam a média dos grupos experimentais. NT = não treinadas; TC = treinamento combinado. 
Número de animais por grupo= 20. 

 
4.2 Treinamento físico combinado 

As ratas do grupo NT realizaram o teste CCVM e TIVM no início e final do período 

experimental, ambos apresentaram resultado significante, sugerindo diminuição de força 
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muscular e VO2 máximo (Fig. 5a; c). Os resultados obtidos do teste CCVM com as ratas 

que realizaram o TC demonstrou evolução significante em todos os meses (5 testes) de 

avaliação, sugerindo aumento gradual de força muscular em resposta ao treinamento (Fig. 

5b). A análise do TIVM mostrou diferença significante sugerindo aumento gradativo na 

velocidade e melhora do VO2 máximo, porém quando comparado o 2º teste com os 3º e 4º 

não houve diferença significante assim como comparando o 3º com o 4º teste, sugerindo 

adaptação aeróbia (Fig. 5d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Análise de desempenho das ratas NT e TC no período experimental. Análise CCVM (a) e TIVM (c) 
das ratas NT no início (17 meses) e ao final (21 meses) do estudo; análise do CCVM (b) e do TIVM (d) das 
ratas do grupo TC em cada mês do período experimental (17 – 21), com início aos 17 meses e o final, aos 21 
meses. Os dados foram analisados pelo teste t não pareado (NT) e one-way ANOVA (CT); apresentados pela 
média ± erro padrão da média, significância mínima de p <0,05.  NT = não treinadas; TC = treinamento 
combinado; CCVM = capacidade de carregamento voluntário máximo; TIVM = teste incremental de velocidade 
máxima; p < 0,0031: ** vs 17 meses (a); p < 0,0001: **** vs 17 meses (c); p < 0,0001: **** vs 1º; ++++ vs 2º; •••• 
vs 3º; vs 4 (b); p= 0,0230 vs 4º(d). Número de animais = 20/grupo. 
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4.3 Mensuração da área de secção transversal e peso do gastrocnêmio de 

ratas NT e TC 

Com o intuito de avaliar se o aumento da força e a melhora na função muscular 

resultaram em alterações morfológicas e na composição muscular, o peso e a área de 

secção transversa (AST) do músculo gastrocnêmio foram avaliados. Aos 21 meses de 

idade (Fig. 6a; b), observamos que os animais que não treinaram apresentaram menor AST 

quando comparados ao grupo treinado (Fig. 6c). Em relação ao peso do músculo 

gastrocnêmio, a intervenção com TC resultou em aumento significante do tecido muscular 

(Fig. 6c).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 – Efeito do Treinamento Combinado na massa muscular. Mensuração da área de secção transversa 
do grupo NT (a) e TC (b), expresso em µm2 (c) e do peso expresso em g (d) do músculo gastrocnêmio de 
ratas senescentes aos 21 meses do grupo não treinadas (NT) e do treinamento combinado (TC).  Os dados 
foram analisados pelo teste t não pareado; estão apresentados pela média ± erro padrão da média, 

NT T
C 

N T
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significância mínima de p <0,05. NT= não treinadas; TC = treinamento combinado; AST = área de secção 
transversa. c = **** p <0,0001; d = *** p = 0,0008. Número de animais por grupo = 6 - 11. 

 

4.4 Imunomarcação com Irisina em fibras musculares após TC 

Investigamos se o TC seria capaz de estimular maior imunomarcação de irisina 

através do músculo esquelético quando comparado com ratas não treinadas. Observamos 

número maior de células imunomarcadas com irisina no grupo TC (Fig. 7c) quando 

comparado ao grupo NT (Fig. 7b), porém através do Escore de Padrão de imunomarcação 

(Fig. 7a) constatou-se que a diferença de imunomarcação entre os grupos não foi o 

suficiente para resultado significante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 7 - Imunomarcação da irisina em fibras musculares de ratas senescentes aos 21 meses não treinadas 
(NT) e de ratas submetidas ao treinamento combinado (TC; 3x/semana/120 dias). Padrão de imunomarcação 
em escore (a) e células imunomarcadas com irisina no grupo NT (b) e no grupo TC (c). 
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4.5 Dano oxidativo proteico e lipídico após a realização de TC 

O exercício combinado desencadeou diminuição de TBARs no plasma (Fig. 8a) e no 

músculo esquelético gastrocnêmio (Fig. 8b) das ratas submetidas ao treinamento físico 

quando comparado com as ratas NT. A análise da PC no tecido muscular não apresentou 

alteração estatisticamente significante (Fig. 8c).  

 

Figura 8 - Dano oxidativo proteico e lipídico. Concentração de TBARs no plasma (a) e no tecido muscular 
esquelético gastrocnêmio (b); concentração de PC no tecido muscular (c) de ratas senescentes aos 21 meses 
do grupo não treinadas (NT) e do treinamento combinado (TC). Os dados foram analisados pelo teste t não 
pareado e estão apresentados pela média ± erro padrão da média, significância mínima de p <0,05. TBARs 
= Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico; PC = proteína carbonilada; NT = não treinada; TC = 
treinamento combinado; a: **** = p <0,0001; b: ** = p <0,0069 Número de animais = 7 – 10/grupo. 

 

4.6 Defesa antioxidante não-enzimática após a realização de TC 

A TAC plasmática (Fig. 9a) e o AU (Fig. 9b) não apresentaram diferença significante. 

Vários agentes de baixo peso molecular são capazes de eliminar EROs, como GSH, que 

demonstrou aumento no plasma de ratas senis após intervenção com TC (Fig. 9c). O 

gastrocnêmio das ratas submetidas ao TC demonstrou aumento significante de TAC (Fig. 

9d), porém não apresentou diferença de AU (Fig. 9e) e GSH (Fig. 9f). 
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Figura 9 - Defesa antioxidante não-enzimática. Análise da defesa antioxidante não enzimática no plasma (a, 
b, c) e no gastrocnêmio (d, e, f) de ratas com 21 meses que não realizaram treinamento (NT) e ratas que 
realizaram treinamento físico (TC – 120 dias/3x/semana). Os dados foram analisados pelo teste t não pareado 
e estão apresentados pela média ± erro padrão da média, significância mínima de p <0,05. TAC = Capacidade 
Antioxidante Total; AU = ácido úrico; GSH = glutationa; NT = não treinadas; TC = treinamento combinado. c; 
d: **** = p <0,0001. Número de animais = 7 – 10/grupo. 

 

4.7 Defesa antioxidante enzimática após a realização de TC 

As principais enzimas de defesa antioxidante são SOD, CAT e GPx. O antioxidante 

enzimático SOD que transforma os radicais superóxido em peróxido de hidrogênio (H2O2) 

e oxigênio (O2), apresentou aumento significante no plasma (Fig. 10a) e no músculo 

esquelético (Fig. 10d) dos animais senescentes submetidos ao TC. A CAT converte EROs 

em moléculas menos ativas, prevenindo a transformação dessas moléculas em formas 

mais deletérias e no grupo TC após a intervenção, esse antioxidante enzimático 

demonstrou aumento significante no plasma (Fig. 10b), entretanto não apresentou 

resultado significante no gastrocnêmio (Fig. 10e). A GPx catalisa a redução de H2O2 em 

água (H2O) com o auxílio de GSH, isso torna a GPx importante antioxidante intracelular 

para proteger contra danos causados por EROs, porém não encontramos resultado 

significante em nenhum tecido (Fig. 10c, f).  
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Figura 10 - Defesa antioxidante enzimática. Análise da defesa antioxidante enzimática no plasma (a, b, c) e 
no gastrocnêmio (d, e, f) de ratas com 21 meses que não realizaram treinamento (NT) e ratas que realizaram 
treinamento combinado (TC – 120 dias/3x/semana). Os dados foram analisados pelo teste t não pareado e 
estão apresentados pela média ± erro padrão da média, significância mínima de p <0,05. SOD = superóxido 
dismutase; CAT = catalase; GPx = glutationa peroxidase; NT = não treinadas; TC = treinamento combinado; 
a; b: ** = p <0,0012; d: * = p <0,0498. Número de animais = 7 - 10/grupo. 
 

4.8 Avaliação funcional da marcha de roedores e indicativo do estado da 

função muscular esquelética 

 
O teste funcional de deambulação demonstrou resultado significante na largura (Fig. 

11a) e no comprimento (Fig. 11b) da passada de roedores após 120 dias de treinamento. 

A análise da largura nas passadas dos animais ao final do período experimental (21 meses) 

mostrou aumento significante no grupo TC comparado ao NT (Fig. 11a). As ratas do grupo 

NT apresentaram diminuição significante do comprimento da passada após 120 dias. Em 

contrapartida, as ratas do grupo TC demonstraram aumento significante do comprimento 

da passada após o período experimental. Ao analisarmos o comprimento de passada entre 

os grupos e ao final do período de intervenção (21 meses), as ratas TC apresentaram 

diferença significante em relação as ratas NT. 
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Figura 11 - Análise funcional de deambulação de ratas incluídas no período experimental. Teste para análise 
da largura da passada (a) e do comprimento da passada (b) das fêmeas de roedores senescentes aderentes 
ao exercício físico, no início (17 meses) e ao final do período experimental (21meses), que não realizaram 
treinamento físico (NT) e submetidas ao treinamento combinado (TC) 3x/ semana no período de 120 dias. Os 
dados foram analisados pelo teste t pareado (17 meses vs 21 meses/NT; 17 meses vs 21 meses/TC) e teste 
t não pareado (21 meses/NT vs 21 meses/TC); resultados apresentados pela média ± erro padrão da média, 
significância mínima de p <0,05. NT = não treinadas; TC = treinamento combinado. a: * p= 0,0372; ****p 
<0,0001 vs 17 meses; ++ p= 0,0081 vs 21 meses/NT. b: ***p= 0,0009; *p= 0,0188 vs 17 meses; ++++ p <0,0001 
vs 21 meses/NT. Número de animais por grupo= 11. 

 
 

5. DISCUSSÃO 

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do TC no músculo gastrocnêmio, 

imunomarcação de irisina, no estado redox (sangue e gastrocnêmio) e o impacto na 

deambulação de ratas Wistar no período de periestropausa. Nossos resultados mostraram 

maior AST, sem alteração significativa na imunomarcação de irisina, melhor estado redox 

e no teste funcional após a realização do TC quando comparado com as ratas de mesma 

idade e que não realizaram o treinamento físico. Notavelmente, os animais que realizaram 

TC apresentaram melhor histomorfometria na região central do gastrocnêmio, menor dano 

oxidativo lipídico e maior atividade antioxidativa, e essa melhora se expressou com melhor 

qualidade de marcha, o que não ocorreu nos animais NT. Esse conjunto de resultados 

sugerem que estratégia, como o TC, visando proteger a massa muscular de ocorrências 

como a sarcopenia, frequente no período de envelhecimento, pode ser abordagem 

preventiva importante. Nesse sentido, os efeitos positivos do TC evidenciados durante a 

senescência são de grande importância e sugerem a necessidade da realização de ensaios 

controlados de longo prazo com humanos. 
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O exercício físico tem muitos efeitos em todos os tecidos e órgãos e quanto mais 

adequado ao indivíduo em relação ao tipo, intensidade e volume, maior é a resposta. 

Portanto, em condições adequadas a magnitude da resposta desencadeada pela prática 

do exercício físico, é maior. No entanto, a forma como o desempenho do exercício físico 

pode afetar a condição em cada período da vida é ambígua. Importante destacar que 

diferentes tipos de exercício afetam de maneiras diferentes a homeostase e 

consequentemente a resposta adaptativa (KIRK et al., 2020; MCLAUGHLIN & JACOBS, 

2017). Portanto, atenção adicional é necessária ao prescrever exercícios para o indivíduo. 

A adaptação ao exercício físico abrange a integração de respostas mecânicas, endócrinas, 

metabólicas e inflamatórias, cada tecido específico. Também deve ser considerado a 

periodicidade do exercício físico, em agudo e crônico, considerando que a adaptação a 

longo prazo implica em mudanças nas funções celulares (KIRK et al., 2020; LOMBARDI et 

al., 2019). 

 É de conhecimento que o exercício físico regular melhora massa e força muscular 

aumentando síntese de proteínas, número de miofibrilas e AST da fibra (GOMES et al., 

2017; ATHERTON & SMITH, 2012). Sendo assim, as análises de força, AST e peso 

muscular evidenciaram ganho de massa e força muscular após 4 meses de TC no período 

da periestropausa, prevenindo assim quadro sarcopênico. Portanto, nossos resultados 

sugerem que fatores endógenos e exógenos atuaram juntos para regular a estrutura, 

função e o metabolismo muscular em prol do equilíbrio entre a síntese e degradação 

proteica. Além disso, estudos evidenciam que os estímulos anabólicos propiciam a 

miogênese, permitindo a proliferação e diferenciação de mioblastos em miócitos, originando 

as fibras musculares enquanto que a inatividade física resulta na perda de massa e função 

muscular aumentando o risco de sarcopenia (KIRK et al., 2019; 2020; LAURENT et al., 

2019).  
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Estudo com a participação de homens e mulheres com idades entre 60 e 79 anos 

que realizaram TC demonstrou ganho de força de membros superiores e inferiores (AGNER 

et al., 2018). Shirai e colaboradores (2020), analisaram o peso do gastrocnêmio de 

camundongos com 7 - 8 semanas de vida, após serem submetidos ao TC durante três 

semanas e não encontraram diferença do peso muscular para o grupo controle sedentário. 

De acordo com Cadore (2013), explicação para tais resultados pode ser a ordem dos 

exercícios físicos realizados (resistido seguido de aeróbio) e a quantidade de sessões 

semanais. Deve-se levar em conta também, o sexo e a idade dos animais nos diferentes 

estudos. 

O treinamento físico modula organelas das células musculares, como as 

mitocôndrias, impedindo a diminuição do conteúdo e a função mitocondrial durante o 

envelhecimento. Assim, as mitocôndrias complementam vários sinais celulares, como 

fornecimento de energia, geração de EROs e apoptose (GOMES et al., 2017; CARTER et 

al., 2015; KANG et al., 2013). Importante destacar que, em concentrações fisiológicas, as 

EROs desempenham funções importantes na sinalização redox e na sobrevivência celular 

(GOMES et al., 2017; BAUMMAN et al., 2016), porém concentrações elevadas de EROs 

acarretam alterações ou danos ao DNA, proteínas e lipídeos e até mesmo morte celular 

(GOMES et al., 2017). O exercício físico regular aumenta formação de EROs que podem 

induzir adaptações benéficas regulando os sistemas antioxidantes celulares e estimulando 

os sistemas de reparo do dano oxidativo (GOMES et al., 2017; RADÁK et al., 2005). 

Segundo Choi e colaboradores (2016), a produção aguda de EROs em indivíduos 

saudáveis é necessária para que o músculo se adapte ao exercício físico. E o exercício 

físico crônico está associado a concentrações diminuídas de marcadores de estresse 

oxidativo e aumento da capacidade antioxidante enzimática e não-enzimática (GOMES et 

al., 2017). Como observado no estudo com mulheres entre 45 e 55 anos, que analisou 
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biomarcadores de estresse oxidativo séricos após exercício físico agudo e constatou 

aumento da concentração de TBARs nos grupos TF e TA, imediatamente após o esforço e 

diminuição dessa concentração após a recuperação (CARDOSO, 2012). 

Neste estudo, as ratas senis submetidas a TC por 120 dias, apresentaram 

significante alteração na concentração de TBARs no músculo esquelético e no plasma 

desses animais, nos mostrando que o exercício físico foi capaz de diminuir marcador de 

dano oxidativo lipídico. Foi observado também aumento de TAC e SOD no gastrocnêmio e 

de GSH, SOD e CAT plasmático em resposta ao tipo de treinamento em ratas no período 

da periestropausa, caracterizando aumento da capacidade antioxidante enzimática e não-

enzimática. Nossos resultados nos mostram que o exercício físico regular e crônico 

melhorou o estado redox das células do músculo esquelético, uma vez que o acúmulo de 

EROs no envelhecimento deste tecido leva à degradação, atrofia e disfunção (HEO et al., 

2017). As alterações na atividade da SOD podem ser moduladas pela intensidade e 

duração do exercício físico e as concentrações de CAT são mais altas em fibras musculares 

altamente oxidativas e diminuídas em fibras com capacidade oxidativa baixa (POWERS & 

JACKSON, 2008). Camundongos machos de 2 a 3 meses de idade, submetidos a corrida 

em esteira durante 08 semanas, apresentaram diminuição nas concentrações de TBARs 

no músculo quadríceps comparado ao grupo não treinado (SILVA, 2009). Estudo com ratos 

machos de 8 semanas de vida que foram submetidos a treinamento aeróbio e divididos em 

dois grupos, treinamento contínuo de intensidade moderada e treinamento intervalado de 

alta intensidade, ambos na esteira durante 10 semanas, mostrou aumento da SOD no 

gastrocnêmio nos dois grupos comparado aos ratos sedentários, mas não apresentou 

resultado significante para TAC (GROUSSARD, 2019). Ratos machos tiveram diminuição 

plasmática de GSH após intervenção com treinamento aeróbio em esteira durante 08 

semanas (EMAMI, 2016). Estudos indicam que as fibras musculares esqueléticas se 
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adaptam a sessões regulares de TA de alta intensidade aumentando as concentrações de 

GSH (POWERS & JACKSON, 2008). Porém, essa diminuição de GSH pode ocorrer devido 

ao aumento da utilização de GSH como antioxidante na neutralização dos radicais livres e 

essa redução de GSH leva a produção de GSH oxidado (GSSG) diminuindo a proporção 

de GSH/GSSG em tecidos de ratos, sendo indicativo para estresse oxidativo. Outra 

explicação para diminuição de GSH plasmático é que o GSH é sintetizado em células do 

fígado e então distribuído através do plasma para outros tecidos, se a reserva de GSH no 

fígado é diminuída, consequentemente pode diminuir a concentração plasmática (EMAMI, 

2016). 

O gene FNDC5 é um dos genes-alvo do coativador 1α do receptor γ ativado por 

proliferador de peroxissoma (PGC-1α), que por sua vez é coativador transcricional induzido 

no músculo esquelético pelo exercício físico (MAAK et al., 2021; BOSTROM et al., 2012), 

capaz de modular a expressão da proteína desacopladora 1 (UCP1), controlar o 

escurecimento do tecido adiposo e metabolismo oxidativo em muitos tipos de células, além 

de estimular angiogênese e mudança na distribuição de fibras (BOSTROM et al., 2012). 

Durante ou após o exercício físico, os miócitos secretam miocinas que regulam diversos 

processos metabólicos em vários tecidos e órgãos por meio de vias de sinalização 

endócrinas, parácrinas e autócrinas (KORTA et al., 2019; DI RAIMONDO et al., 2017; 

JOHNSON et al., 2014). Quando clivado, o FNDC5 produz irisina, cujos os efeitos 

biológicos anti-inflamatórios, antimetastáticos, melhor captação da glicose em células 

musculares, facilitar a proliferação de células endoteliais, reduzir pressão arterial e 

promover hipertrofia cardíaca, ocorrem principalmente através de proteínas quinases 

ativadas por mitógeno (MAPKs) (RABIEE et al., 2020). Investigação in vitro do efeito da 

irisina em miócitos constatou aumento do metabolismo oxidativo e proteínas de 

desacoplamento mitocondrial, assim como aumento de PGC-1α, mRNA de GLUT4 e 
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concentrações de proteínas subsequentes (ABDI et al., 2020; VAUGHAN et al., 2014). 

Essas adaptações metabólicas sugerem alça de controle de retroalimentação positiva em 

que o aumento da irisina circulante eleve as concentrações de PGC-1α, resultando em 

aumento da secreção de irisina (ABDI et al., 2020; SHARMA et al., 2014). Estudo realizado 

em 2012 demonstrou aumento de 65% na concentração de irisina no sangue em 

camundongos submetidos a corrida por três semanas. Também foi observado aumento na 

irisina circulante de indivíduos saudáveis após dez semanas de treinamento físico (KORTA 

et al., 2019; BOSTROM et al., 2012). Além disso, o tipo de exercício físico (aeróbio ou 

resistido), o tempo de exercício físico (agudo ou crônico), a intensidade do exercício físico 

e o condicionamento físico são fatores que podem determinar a concentração de irisina 

circulante (RASHTI et al., 2019; TSUCHIYA et al., 2018; QIU et al., 2018; ARCHUNDIA-

HERRERA et al., 2017). Outro trabalho envolvendo vários protocolos de treinamento (TA, 

TR, TC e treino intervalado de alta intensidade – HIIT) concluiu que o grupo de mulheres 

com idades entre 45-65 anos que praticaram TR e TA em sessões diferentes com HIIT 

obteve melhora relativa na irisina sanguínea, os autores atribuem esse resultado ao tipo de 

treinamento ter maior capacidade oxidativa e funções mitocondriais, quando comparado ao 

outro grupo de praticou TR e TA na mesma sessão (RASHTI et al., 2019). Dois estudos 

demonstraram que a massa muscular é bom preditor de irisina circulante em humanos 

(STENGEL et al., 2013; HUH et al., 2012). Kurdiova e colaboradores (2014) observaram 

que a irisina circulante estava positivamente associada ao volume muscular da panturrilha, 

força muscular e contratilidade em indivíduos sedentários com sobrepeso e obesidade. 

Desta forma, alguns estudos estão sugerindo a irisina circulante como biomarcador de 

sarcopenia (PARK et al. 2019; CHANG et al., 2017) em que correlacionam a massa, força 

e função muscular e as concentrações menores dessa miocina, classificando os estados 

como pré-sarcopênico e sarcopênico (HUH et al., 2012).  
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Este estudo mostrou alteração na concentração de irisina no músculo esquelético de 

ratas senis após intervenção com TC, embora não significante em relação as ratas que não 

realizaram exercício físico. O conjunto de resultados mostra que a realização do TC foi 

benéfica na manutenção da saúde muscular e na condição de deambulação das ratas no 

período da senescência. Alterações nos padrões da marcha são evidenciados em humanos 

e também em ratos (DORNER et al., 1996), a análise da marcha está associada ao risco 

de quedas em humanos (CADORE et al., 2013). O declínio precoce da mobilidade, avaliado 

como lentidão da marcha e o comprimento da passada, está relacionado com declínio 

cognitivo (MONTERO-ODASSO et al., 2012). O exercício físico tem influência positiva na 

função neuromuscular alterando as características da marcha (DORNER et al., 1996). O 

TC em ratas senis demonstrou efeitos positivos na marcha desses animais, podendo ser 

explicado pela qualidade muscular melhorada após intervenção. Chen e colaboradores 

(2018), afirmaram que o exercício físico regular, principalmente o TA, é capaz de melhorar 

déficits da marcha. 

 

6. CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos com o presente estudo, verificamos que após 120 

de TC, as ratas que estavam passando pelo período da periestropausa, período este que 

se caracteriza por flutuações hormonais, deixando o organismo mais susceptivel a 

comorbidades, apresentaram melhora na defesa antioxidante e diminuição de dano 

oxidativo, além de hipertrofia muscular, confirmado pelo peso do gastrocnêmio e AST, 

ganho de força, melhora na marcha e aumento da capacidade aeróbia dos animais 

submetidos ao TC quando comparados aos animais sedentários, sugerindo que o TC foi 

capaz de prevenir o aparecimento de sarcopenia. Observamos também ligeiro aumento de 

células imumarcadas com irisina no grupo de animais submetidos ao exercício físico, 
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mostrando que o TC contribuiu para controlar o comprometimento do tecido muscular no 

período da senescência feminina. Os resultado obtidos nesse estudo evidenciam a 

necessidade de análises biológicas mais específicas, como mTOR; PGC-1α; BNDF, bem 

como a intensidade e duração de cada sessão e a dinâmica do treinamento físico. 
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