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RESUMO

A inatividade fisica constitui um problema de saude publica global que compromete
fundamentalmente a fungdo mitocondrial e o sistema antioxidante do musculo
esquelético, estabelecendo base fisiopatoldgica para o desenvolvimento de doengas
metabdlicas. O enriquecimento ambiental (EA) emerge como estratégia promissora
por integrar estimulos multissensoriais que promovem atividade fisica espontanea e
adaptagdes metabdlicas coordenadas, distinguindo-se do exercicio fisico isolado.
Apesar de ser um tipo de abordagem consolidada, estudos sobre seus efeitos na
funcao mitocondrial e capacidade antioxidante muscular permanecem limitados. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do EA na fungdo mitocondrial e capacidade
antioxidante do musculo s6leo em camundongos Swiss albinos. Foram utilizados 40
camundongos Swiss albinos machos, com 21 dias de idade, distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: Sham (n=20) mantido em condigdes padrao de
laboratorio e Enriquecimento Ambiental (n=20) alojado em ambiente expandido
equipado com rodas de exercicio, tuneis, objetos manipulaveis e estimulacédo social
por 63 dias consecutivos. Foram avaliados parametros metabdlicos incluindo peso
corporal, massa de tecido adiposo visceral e colesterol sérico total, atividade da cadeia
respiratoria mitocondrial através dos complexos |, Il e IV, e marcadores de estresse
oxidativo compreendendo substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
grupos sulfidrila ndo proteicos (NPSH), atividade da superéxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPx) no musculo séleo. Os dados foram analisados por
ANOVA seguida de teste post hoc de Tukey, com nivel de significancia estabelecido
em p<0,05. O grupo EA apresentou redugao significativa no peso corporal, massa de
tecido adiposo visceral e colesterol sérico total; aumento na atividade dos complexos
mitocondriais |, Il e IV, com o Complexo Il apresentando a adaptacdo mais
pronunciada; e fortalecimento do sistema antioxidante com elevacao da atividade da
SOD e GPx, aumento dos niveis de NPSH e reducao dos niveis de TBARS comparado
ao grupo Sham (p<0,05). Nossos resultados demonstram que o enriquecimento
ambiental foi capaz de promover adaptacbes funcionais coordenadas que
transcenderam o nivel celular, estabelecendo correlagdes diretas entre melhorias
metabdlicas sistémicas, mitocondriais e antioxidantes, confirmando sua eficacia como
estratégia nao-farmacoldgica para otimizagao da saude metabdlica.

Palavras-chave: Enriquecimento ambiental; Fungdo mitocondrial; Sistema
antioxidante; Musculo esquelético; Metabolismo.



ABSTRACT

Physical inactivity constitutes a global public health issue that fundamentally impairs
mitochondrial function and the antioxidant system of skeletal muscle, establishing a
pathophysiological basis for the development of metabolic diseases. Environmental
enrichment (EE) emerges as a promising strategy by integrating multisensory stimuli
that promote spontaneous physical activity and coordinated metabolic adaptations,
distinguishing it from isolated physical exercise. Although it is a well-established
approach, studies on its effects on mitochondrial function and muscle antioxidant
capacity remain limited. This study aimed to evaluate the effect of EE on mitochondrial
function and antioxidant capacity of the soleus muscle in Swiss albino mice. Forty male
Swiss albino mice, 21 days old, were randomly assigned to two groups: Sham (n=20),
maintained under standard laboratory conditions, and Environmental Enrichment
(n=20), housed in an expanded environment equipped with exercise wheels, tunnels,
manipulable objects, and social stimulation for 63 consecutive days. Metabolic
parameters were assessed, including body weight, visceral adipose tissue mass, and
total serum cholesterol; mitochondrial respiratory chain activity through complexes |,
II, and IV; and oxidative stress markers, including thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), non-protein sulfhydryl groups (NPSH), and the activities of
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) in the soleus muscle.
Data were analyzed using ANOVA followed by Tukey’s post hoc test, with a
significance level set at p<0.05. The EE group showed a significant reduction in body
weight, visceral adipose tissue mass, and total serum cholesterol; increased activity of
mitochondrial complexes |, I, and IV, with Complex |l showing the most pronounced
adaptation; and enhancement of the antioxidant system with elevated SOD and GPx
activities, increased NPSH levels, and reduced TBARS levels compared to the Sham
group (p<0.05). Our results demonstrate that environmental enrichment could promote
coordinated functional adaptations that transcended the cellular level, establishing
direct correlations between systemic, mitochondrial, and antioxidant metabolic
improvements, confirming its efficacy as a non-pharmacological strategy for optimizing
metabolic health.

Keywords: Environmental enrichment; Mitochondrial function; Antioxidant system;
Skeletal muscle; Metabolism.
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1. INTRODUGAO

1.1 SEDENTARISMO E OBESIDADE: PANORAMA EPIDEMIOLOGICO

A inatividade fisica representa um dos principais fatores de risco para doengas
cronicas ndo transmissiveis em escala global. A Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) revelou que, em 2022, aproximadamente 31% da populagdo mundial ndo
atingiu os niveis recomendados de atividade fisica, e projeta um aumento de 35% até
2030 (OMS, 2024). Paralelamente, a obesidade alcangou patamares epidémicos, uma
vez que mais de um bilhdo de individuos em todo o mundo se encontra nessa
condigdo de sobrepeso. Esse dado alarmante reflete um crescimento significativo,
pois o numero de adultos que sofrem de obesidade quase dobrou desde o ano de
1990. Essa situacao revela a gravidade do problema e suas repercussdes para a
saude publica (Ncd risk factor collaboration, 2024).

No Brasil, os dados epidemioldgicos indicam uma situagéo preocupante. O
Sistema Vigitel, 2024 revelou que somente 40,6% da populagao se exercita de forma
regular, ao passo que dados do SESI mostram que 52% da populagao raramente ou
nunca participam de atividades fisicas organizadas (Sturm, 2025). Ao relacionarmos
esses dados a obesidade, essa condigdo aumentou 72% ao longo de treze anos,
passando de 11,8% em 2006 para 20,3% em 2019. Dados recentes indicam que
61,4% da populagéo esta com sobrepeso e 24,3% vivem com obesidade (OMS, 2024).

As estimativas epidemioldgicas sdo alarmantes: pesquisas indicam que até
2044, 48% dos brasileiros adultos estardo obesos isto posiciona o Brasil entre os
paises mais afetados globalmente (Fiocruz, 2024). Essa tendéncia caracteriza o que
os especialistas chamam de "sindemia", que € a interacdo entre sedentarismo e
obesidade, em que ambas as condigdes se intensificam mutuamente (Sturm, 2025).

O efeito combinado entre sedentarismo e obesidade aumenta
consideravelmente o risco de doengas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2,
deméncia e varios tipos de cancer, além de afetar a integridade da pele e seus anexos
e a capacidade de cicatrizagao (Xia et al., 2019; Carbone et al., 2019; Hirt et al., 2019).
As consequéncias econdmicas sdo graves, com custos globais projetados em 3
trilhdes de ddlares por ano até 2030. Esses custos n&o incluem apenas gastos

meédicos diretos, mas também perdas significativas em produtividade e qualidade de
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vida (OMS, 2024).

Em fungao dessa grave crise epidemioldgica e das limitagdes das abordagens
convencionais que se baseiam apenas na prescricdo isolada de exercicios fisicos, &
de suma importancia explorar formas de prevencdo que superem o0s modelos
convencionais e atendam as demandas reais da saude da populagao. Neste cenario,
o enriquecimento ambiental (EA) surge como uma alternativa promissora ao
incorporar estimulos multissensoriais que incentivam a atividade fisica espontanea e
adaptacgdes metabdlicas de maneira natural e sustentavel. Isso oferece uma
oportunidade Uunica para reverter os mecanismos fisiopatolégicos ligados ao
sedentarismo e a obesidade, por meio da ativagao simultanea de diversos sistemas

fisiologicos.

1.2 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

O enriquecimento ambiental (EA) se baseia nos estudos iniciais de Hebb
(1947), que mostrou que ratos criados em ambientes complexos apresentavam
melhor desempenho do que aqueles mantidos em condi¢cdes padrao de laboratério. A
definicdo atual se expandiu para incluir a estimulagcado multissensorial, na qual o
ambiente criado serve para maximizar os estimulos sensoriais, cognitivos, motores e
sociais. Ao contrario do exercicio fisico isolado, essa abordagem estimula corpo e
mente de forma simultanea e natural, pois incorpora elementos que ativam ao mesmo
tempo diversos sistemas fisioldgicos (Costa et al., 2023; Penna et al., 2021; Singhal,
2024; Oppici et al., 2025).

Ela influencia positivamente o funcionamento do organismo ao modular a
expressdo de genes ligados a saude e ao equilibrio fisiolégico, melhorando as
condicbes ambientais e potencializando repertérios comportamentais especificos da
espécie (Singhal, 2024; Baune, 2024; Oppici et al., 2025). Evidéncias cientificas
mostram que o EA tem efeitos neuroprotetores e neurorregenerativos, isto melhora as
fungdes cognitivas e locomotoras, e causa mudangas na neuroplasticidade, além de
aumentar a angiogénese e a neurogénese, e alterar a expressao génica (Penna et al.,
2021; Huang et al., 2024; Oppici et al., 2025).
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Protocolo de Enriquecimento Ambiental

Enriquecimento
Ambiental (EA)

oS

g R

Habitagao
Padrao

Ambiente
Enriquecido

Figura 1. Protocolo de enriquecimento ambiental (EA). A figura ilustra a comparacéo entre
a habitagao padrao (esquerda), caracterizada por gaiola simples com estimulos minimos e alojamento
individual, e o ambiente enriquecido (direita), que apresenta gaiola ampliada contendo multiplos
elementos de estimulagao: rodas de exercicio, tuneis, estruturas para escalada, materiais para
construcdo de ninhos, objetos manipulaveis e alojamento social. O EA promove estimulacéo fisica,
cognitiva, sensorial e social dos animais experimentais. Fonte: Elaborada pelo autor, 2025.

O EA oferece condigbes que despertam o interesse pela atividade fisica de
forma natural e espontanea, diferenciando-se qualitativamente do exercicio imposto
por ser voluntario, contextualizado e incorporado a estimulos cognitivos e sociais
(Briones et al., 2013; Huang et al., 2024; Oppici et al., 2025). A atividade fisica
espontanea favorece principalmente as vias de sinalizagdo que sdo mediadas por
baixas concentragdes de calcio e estimulos intermitentes de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Esses estimulos ativam gradualmente o PGC-1a e regulam fatores
de transcricdo como FOXO e Nrf2, favorecendo adaptacdes celulares positivas. Esse
processo contrasta com o exercicio fisico forcado, que costuma gerar maior estresse
oxidativo e ativar respostas inflamatérias no organismo.

A hormese molecular € um fendbmeno que se caracteriza pela resposta
adaptativa das células a estimulos oxidativos de baixa intensidade. Nesse processo,
a exposigao controlada em baixos estimulos da ROS induz a fosforilagao da proteina
quinase ativada por AMP (AMPK) e eleva a expressao de sirtuinas, enzimas que
regulam o metabolismo celular. Essas vias de sinalizagdo promovem a biogénese

mitocondrial e a produgdo de enzimas antioxidantes enddgenas, além de ativar
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processos de reparo celular. Ao contrario do estresse oxidativo patologico, a hormese
nao causa danos celulares significativos, mas cria um estado de resisténcia que
prepara as ceélulas para lidar com estresses oxidativos mais severos no futuro (Merry,
2016; Huang et al., 2024; ONU et al., 2025; Joseph et al., 2016).

Desde os estudos iniciais, os protocolos experimentais de EA evoluiram
consideravelmente, integrando componentes especificos que potencializam os
estimulos sensoriais, motores e cognitivos. O protocolo padrao atual abrange rodas
de corrida para atividade fisica voluntaria, tuneis e esconderijos que imitam o
comportamento natural de exploragao, objetos de madeira e plastico texturizados para
estimulacao tatil, além de material de nidificagcdo que possibilita comportamentos
caracteristicos da espécie (Briones et al., 2013; Costa et al., 2023; Huang et al., 2024).
Para induzir adaptagdes profundas, a duracao ideal de exposi¢cao varia de 8 a 12
semanas. Entretanto, estudos mostram que exposi¢coes de 63 dias sao suficientes
para causar mudancas significativas na fungao mitocondrial € no sistema antioxidante
muscular (Costa et al., 2023; Huang et al., 2024).

O EA é uma condi¢gdo que requer uma alta demanda energética devido ao
aumento da atividade sinaptica e motora. Ele oferece um mecanismo de transdugao
energética que permite que o ATP produzido nas mitocondrias seja transferido de
forma eficiente para os locais de maior consumo energético. Isso cria um modelo
integrado que simula as condigbes naturais de estimulagdo ambiental e a demanda
metabdlica elevada de forma continua (Briones et al., 2013; Huang et al., 2024).

Para compreender de que maneira o EA pode atenuar os efeitos nocivos do
sedentarismo, € fundamental, primeiramente, esclarecer o0s mecanismos
fisiopatolégicos que demonstram como a auséncia de atividade fisica impacta a
funcdo muscular e metabdlica. Esta compreenséo oferece os fundamentos tedricos
necessarios para identificar os alvos moleculares especificos em que o EA atua. A
falta de atividade fisica provoca uma série de mudancas fisiopatolégicas que afetam
principalmente a funcdo muscular esquelética. O musculo esquelético, que compde
40% da massa corporal total, tem um papel fundamental no metabolismo energético
e é o alvo principal das disfungdes metabdlicas ligadas ao sedentarismo (Fluck, 2003;
Lumini, 2008).
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1.3 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS

A falta de atividade fisica influencia varios aspectos da fisiologia muscular,
incluindo a redugdo da capacidade oxidativa das mitocondrias, a diminuigcdo da
sensibilidade a insulina e alteragdes na composi¢do das fibras musculares. Esses
fatores criam uma base fisiopatolégica para o surgimento de doengas metabdlicas
(Larsen et al., 2012; Powers et al., 2020; Chen et al., 2024; Cichon-Wozniak et al.,
2024; Bishop, 2025). Situada na membrana interna da mitocondria, a cadeia
respiratoria mitocondrial representa o sistema central de produgéo de energia celular
e é o principal alvo das mudangas causadas pela falta de atividade fisica. Os
complexos |, Il e IV dessa cadeia apresentam uma redug¢ao consideravel em sua
atividade durante o sedentarismo o que leva a um aumento na producao de ROS como
subproduto metabdlico. A sintese de ATP é afetada quando a disfungdo dos
complexos respiratorios diminui o gradiente eletroquimico de prétons na membrana
mitocondrial interna o que restringe a atividade da ATP sintase. Ao mesmo tempo, o
aumento na produgdo de ROS ocorre devido ao vazamento de elétrons dos
complexos | e lll para o oxigénio molecular, tendo como resultado a formacgao de
superoxido e outras espeécies reativas que conseguem escapar dos mecanismos
antioxidantes das células (Larsen et al., 2012; Acin-Perez, 2014; Cogliati et al., 2016;
Rodriguez-Nuevo et al., 2025).

Essa disfuncao nos complexos respiratérios estabelece um ciclo vicioso no qual
a reducdo da eficiéncia energética provoca uma maior dependéncia de vias
glicoliticas, que sao menos eficazes, perpetuando o desequilibrio metabdlico, o que
favorece o desenvolvimento de resisténcia a insulina e o acumulo de gordura corporal
(Powers et al., 2020; Chen et al., 2024). A dependéncia dessas vias glicoliticas se
mostra quando a disfungdo mitocondrial obriga 0 metabolismo celular a recorrer a
glicolise anaerdbica, que gera apenas 2 ATP por molécula de glicose, contrastando
com os 36-38 ATP produzidos pela fosforilagao oxidativa. Isso resulta em acumulo de
lactato e a ativacao de vias inflamatdrias que levam a fosforilacio inibitéria do IRS-1.
Ao mesmo tempo, o aumento da demanda por glicose estimula a lipogénese de novo
e diminui a B-oxidagao, favorecendo o acumulo de lipidios (Powers et al., 2020; Chen
et al., 2024).

O sistema antioxidante muscular é essencial para a protegao contra os danos

oxidativos causados pela disfungdo mitocondrial. As enzimas superdxido dismutase
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(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) representam as principais defesas contra a ROS,
ao passo que os sistemas nao enzimaticos, como a glutationa reduzida (GSH),
funcionam como uma reserva antioxidante nas células. Bioquimicamente, a SOD
acelera a conversédo do radical superéxido (O2+-) em perdxido de hidrogénio (H202)
e oxigénio molecular. Por outro lado, a GPx utiliza a glutationa reduzida (GSH) como
doadora de elétrons para transformar H202 e hidroperdxidos lipidicos em agua e
alcoois. Esse processo regenera a glutationa oxidada (GSSG), que é reduzida pela
glutationa redutase em um ciclo dependente de NADPH. Dessa forma, mantém-se o
equilibrio redox celular, prevenindo danos oxidativos as membranas, proteinas e DNA
(Steinbacher, 2015; Powers, 2008; Merry, 2016; Powers, et al., 2020).

A inatividade fisica prejudica a eficacia desse sistema de defesa, levando ao
acumulo de produtos de peroxidacgao lipidica. Isso pode ser mostrado pelo aumento
das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e pela diminuicdo dos
grupos sulfidrila ndo proteicos (NPSH), que sao indicadores da capacidade
antioxidante total (Steinbacher, 2015). Essa desregulagdo do equilibrio redox
muscular ndo so6 afeta a fungao local do tecido, mas também esta ligada a alteragbes
sistémicas que caracterizam uma sindrome metabdlica. Isso estabelece a base
fisiopatoldgica para entender como intervengdes que ajustam a fungao mitocondrial e
a capacidade antioxidante podem reverter esses processos prejudiciais (Powers et al.,
2020).

1.4 ADAPTACOES MITOCONDRIAIS E SISTEMA ANTIOXIDANTE NO MUSCULO
ESQUELETICO

O musculo esquelético é o principal tecido que responde aos estimulos do EA,
sendo que as fibras tipo | (oxidativas) apresentam maior sensibilidade as mudancgas
mitocondriais em relagao as fibras tipo Il (glicoliticas). Essa particularidade justifica a
escolha do musculo séleo como modelo experimental, em virtude de sua composicao
majoritariamente oxidativa e elevada densidade mitocondrial (Lumini, 2008; Huang et
al., 2024).

A conexao entre o EA e o metabolismo muscular esquelético esta na habilidade
dos estimulos multissensoriais em provocar adaptacbes metabdlicas coordenadas.
Evidéncias sugerem que o EA causa mudangas importantes no metabolismo

energeético celular, como melhorar o uso de substratos, otimizar a composigéo corporal
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e prevenir o ganho de peso. Isso acontece por meio de processos que incluem o
aumento do gasto energético e a regulacdo do metabolismo lipidico (Huang et al.,
2024; Joseph et al., 2016).

No ambito do EA, a relacéo entre a fungdo mitocondrial e o estresse oxidativo
caracteriza o principio da hormese molecular. Nesse processo, a exposi¢cao regulada
a niveis reduzidos de ROS atua como um sinalizador, gerando adaptagbes que sao
consideradas benéficas para o organismo. Essas adaptagdes podem facilitar a
resposta do sistema as mudangas ambientais e contribuir para a resisténcia celular.
Durante o EA, o aumento temporario de ROS atua como um segundo mensageiro,
ativando vias redox sensiveis 0 que leva a adaptagdes antioxidantes de longa
duracgdo. Essa resposta hormética se diferencia de condi¢des patoldgicas por ser de
forma controlada e adaptada (Merry, 2016; Powers et al., 2020; Onu et al., 2025).

A conexdo entre EA e funcdo mitocondrial representa o principal alvo das
alteragdes funcionais observadas. Os complexos I, Il e IV, quando demonstram um
aumento significativo em sua atividade, s&o indicadores de que houve uma melhora
na producao de ATP, além de propiciar um aprimoramento do metabolismo oxidativo.
Isso sugere que esses complexos desempenham um papel fundamental na
otimizacgao da biogénese do ATP e na maximizagao da utilizagao de oxigénio por parte
da célula, o que é crucial para a manutencdo das funcbes celulares e processos
metabdlicos saudaveis (Lumini, 2008; Larsen et al., 2012; Huang et al., 2024).

O sistema antioxidante muscular reage ao exercicio através da superoxido
dismutase (SOD). Essa enzima € a primeira linha de defesa antioxidante do corpo.
Isoformas da SOD mostram aumento coordenado em sua atividade em resposta ao
estresse oxidativo provocado pelo EA, mostrando a adaptabilidade do sistema
antioxidante muscular em alta demanda fisica. O sistema glutationa, regulado pelo
EA, melhora a reciclagem enzimatica e otimiza a propor¢gao GSH/GSSG. A glutationa
peroxidase (GPx) é essencial na redugao de hidroperéxidos lipidicos, preservando a
integridade das membranas celulares, incluindo a mitocondrial. As adaptagbes
mitocondriais e antioxidantes no musculo esquelético, devido ao enriquecimento
ambiental, influenciam também o metabolismo geral do organismo. A relacdo entre
adaptacoes locais e beneficios gerais ressalta a relevancia clinica das pesquisas
sobre EA (Powers, 2008; Steinbacher, 2015; Powers, et al., 2020; Niknam et al., 2025;
Mcfarlin et al., 2025).

15 CORRELACOES ENTRE FUNCAO MITOCONDRIAL MUSCULAR E
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METABOLISMO SISTEMICO

Além de sua capacidade contratil, o musculo esquelético desempenha uma
fungéo reguladora sistémica por meio de mecanismos associados, funcionando como
um 6rgao endocrino. Essa regulagcao se da, em parte, por meio da liberacdo de
miocinas — substancias bioativas que afetam o metabolismo em varios tecidos e
orgaos. A eficiéncia da mitocéndria muscular € fundamental para o gasto energético
total do organismo, uma vez que o musculo representa o principal tecido responsavel
pelo consumo de energia tanto em repouso quanto durante a atividade fisica. Essa
relagdo baseia-se na capacidade das mitocéndrias musculares de regular a utilizagao
de substratos energéticos, influenciando a liberagdo de acidos graxos a partir do
tecido adiposo e a preservagao da homeostase glicémica (Lumini, 2008; Powers et
al., 2020; Anderson et al., 2025; Goodpaster et al., 2017).

O sistema antioxidante presente nos musculos esta associado a homeostase
metabdlica no organismo, pois oferece protegcéo contra danos oxidativos que afetam
a sensibilidade a insulina e a funcéo endotelial. A eficacia das enzimas antioxidantes
presentes nos musculos, em especial a SOD e GPx, contribuem para a manutengao
da integridade vascular e para a prevencao de processos inflamatérios relacionados
a sindrome metabdlica. Essa defesa contra a oxidagao muscular traz beneficios ao
organismo, como a otimizagao do perfil lipidico e a redugéo dos indices de estresse
oxidativo presentes na circulagao (Powers, 2008; Powers et al., 2020; Limén-Pacheco
et al., 2009).

A relagao entre o tecido muscular esquelético e o tecido adiposo se da por
mecanismos que englobam a regulagdo da lipdlise e a composi¢gao corporal. A
eficiéncia mitocondrial nas fibras musculares influencia a capacidade de oxidagao dos
acidos graxos, promovendo a mobilizagcao de lipidios e reduzindo a gordura visceral.
Essa conexao evidencia de que maneira as adequacoes locais na fungao mitocondrial
nos musculos podem ocasionar alterag¢des significativas na composigao corporal € no
perfil metabdlico sistémico (Powers et al., 2020; San-Millan et al., 2023; Anderson et
al., 2025; Supruniuk et al., 2023).

Consequentemente, o gasto energético muscular esta relacionado ao balango
energético do corpo através de processos que incluem tanto o metabolismo basal
quanto a termogénese adaptativa. O aumento da eficiéncia mitocondrial favorece uma

producdo maior de ATP, o que otimiza a utilizagdo de energia e contribui para a
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manutencao do peso corporal. Essa conexao temporal entre adaptagdes celulares e
beneficios sistémicos fundamenta cientificamente a compreensdo de como
intervengdes que ajustam a fungdo mitocondrial muscular podem gerar efeitos
metabalicos de alcance sistémico (Anderson et al., 2025; Goodpaster et al., 2017;
Zong et al., 2024).

O aumento do sedentarismo e da obesidade exige a implementacado de

estratégias preventivas eficientes. O EA, ao utilizar estimulos multissensoriais, tem o
potencial de reverter as consequéncias da falta de atividade fisica, favorecendo
adaptagdes mitocondriais e antioxidantes no musculo esquelético e melhorando o
metabolismo.
A literatura cientifica ja identificou os mecanismos cerebrais pelos quais o EA exerce
efeitos neuroprotetores e comportamentais. Estudos realizados ao longo de décadas
indicam mudangas moleculares, como 0 aumento do BDNF, estimulo a neurogénese
em adultos, alteragdes epigenéticas e reestruturagao das areas corticais do cérebro.
Ainda ndo se sabe muito sobre como o EA afeta os mecanismos sistémicos,
especialmente aqueles que controlam a fungdo mitocondrial e a capacidade
antioxidante do musculo esquelético. A falta de estudos sobre os efeitos moleculares
do EA no musculo esquelético evidencia essa deficiéncia no conhecimento cientifico.
Huang et al. (2023) conduziram o primeiro estudo transcriptémico, demonstrando que
o EA pode impactar as rotas metabdlicas ligadas a fosforilagdo oxidativa e ao ciclo de
TCA no musculo. Nao foram encontradas pesquisas sobre a capacidade antioxidante
muscular no ambito do EA.

A analise desses mecanismos sistémicos € importante para esclarecer como
essas adaptacgdes celulares locais proporcionam beneficios metabdlicos ao
organismo, contribuindo para a criagdo de estratégias terapéuticas baseadas em
evidéncias cientificas. Esta pesquisa, que examina os impactos do enriquecimento
ambiental na fun¢gdo mitocondrial e na capacidade antioxidante do musculo séleo, é

importante para suprir uma lacuna no conhecimento.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do enriquecimento ambiental no
metabolismo, atividade mitocondrial e no sistema antioxidante no musculo séleo em

camundongos albinos Swiss.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o ganho de peso dos animais submetidos ao experimento mediante

pesagem durante periodo de tratamento;

e Quantificar os niveis séricos de colesterol total nos camundongos Swiss
albinos;

e Mensurar o peso de tecido adiposo nos camundongos Swiss albinos;

¢ Analisar atividades de enzimas da cadeia transportadora de elétrons (complexo
lellelV),

e Dosar o dano oxidativo (MDA) e sistema de defesa antioxidante (SOD, GSH,

GPX).
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3. METODOLOGIA

3.1 PROCEDIMENTOS ETICOS

Este projeto foi submetido no Comité de Etica do Uso de Animais pelo Biotério
da Universidade de Santa Catarina (UFSC, Florianépolis, SC, Brasil). Todos os
procedimentos utilizados no presente estudo foram realizados de acordo com as
diretrizes estabelecidas no Guia do NIH para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratério e foram aprovados pelo Comité de Etica local sob o niumero do protocolo
00795.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 40 camundongos albinos da linhagem Swiss, do sexo
masculino, com idade inicial de 21 dias, pesando entre 30 a 40g, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram
mantidos em condi¢cdes ambientais rigorosamente controladas, incluindo temperatura
de 22 + 2°C, umidade relativa do ar de 55 + 10% e ciclo claro-escuro de 12 horas com
luz acesa as 7h00, conforme recomendacgdes estabelecidas para manutencado de
roedores de laboratério. O periodo de aclimatacao de 7 dias foi estabelecido antes do
inicio do protocolo experimental para permitir adaptacao dos animais as condi¢cdes do
biotério e minimizar o estresse relacionado ao transporte e mudanga de ambiente.
Durante este periodo, os animais foram monitorados diariamente quanto ao
comportamento, consumo de ragao e agua, e sinais de estresse ou doenga. Apds o
periodo de desmame (21° dia de vida), os animais (n = 40) foram distribuidos

aleatoriamente em dois grupos experimentais:

1. Grupo Sham (n = 20);
2. Grupo Enriquecimento Ambiental (EA) (n = 20).
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Figura 2. Linha do tempo experimental do estudo. Esquema representativo do delineamento
experimental. Aos 21 dias de vida, os animais foram desmamados e alocados aleatoriamente em dois
grupos: controle (SHAM) e enriquecimento ambiental (EA). Durante 63 dias, os animais foram pesados
semanalmente. Aos 84 dias de vida, foram eutanasiados para coleta dos tecidos (s6leo, tecido adiposo)
e amostras sanguineas para analises posteriores. Fonte: Elaborada pelo autor, 2025.

3.3 PROTOCOLO DE ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

O Grupo Sham (n = 20) foi mantido em condi¢des de alojamento padrao,
utilizando caixas de acrilico transparente com dimensdes de 42 x 32 x 17 cm,
contendo maravalha autoclavada como material de cama. Os animais foram alojados
em grupos de 5 por caixa, densidade considerada adequada para prevenir estresse
por isolamento social sem causar superpopulagdo (Randall et al., 2024). As caixas
foram posicionadas em estantes ventiladas com sistema de renovagdo de ar
controlado. O Grupo EA (n = 20) foi mantido em um sistema de alojamento expandido,
composto por uma caixa de acrilico de dimensdes idénticas ao grupo controle,
interligada através de tuneis de PVC a uma gaiola metdlica de trés andares com
dimensdes de 28 x 21 x 50 cm. Os animais foram alojados em grupos de 10 por
conjunto, permitindo maior interagdo social e estabelecimento de hierarquias
comportamentais mais complexas. O ambiente enriquecido foi equipado com
elementos especificos para estimulagéo sensorial, motora e cognitiva, incluindo dois
rodizios metalicos para corrida voluntaria (didmetro de 11 cm), objetos variados
confeccionados em madeira ndo tratada e plastico atdxico (cubos, esferas, cilindros),
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tuneis de PVC com diferentes didametros (3-5 cm), esconderijos em formato de iglus,
plataformas em diferentes niveis. A selecdo destes elementos baseou-se em
protocolos validados que demonstraram eficacia na indugdo de comportamentos
exploratorios e atividade fisica espontanea (Olsson, 2002; Simpson, 2011).

Para manter a novidade e estimular continuamente comportamentos
exploratorios, os objetos e suas posi¢des foram alterados sistematicamente a cada 3-
4 dias, seguindo protocolo rotativo pré-estabelecido. Esta rotagao incluiu introdugéo
de novos objetos, reposicionamento dos existentes e alteragdo da configuragéo
espacial dos elementos. O protocolo de rotacdo foi baseado em estudos que
demonstraram a importancia da novidade na manutengdo da eficacia do
enriquecimento ambiental ao longo do tempo (Wurbel, 2001; Simpson, 2011).

O tempo total de exposi¢cao ao protocolo de enriquecimento foi de 63 dias
consecutivos, periodo estabelecido com base em evidéncias cientificas que
demonstram ser suficiente para induzir adaptagcdes significativas na fungao
mitocondrial e sistema antioxidante muscular (Warren et al., 2020; Vezzoli et al.,
2014). Durante este periodo, os animais foram monitorados diariamente quanto ao
comportamento, utilizacdo dos elementos de enriquecimento e sinais de estresse ou
lesdes. Registros comportamentais foram realizados semanalmente durante periodos

padronizados para documentar a eficacia do protocolo.

3.4 EUTANASIA

Ao término do periodo experimental de 63 dias, os animais foram submetidos
a jejum de 12 horas com livre acesso a agua para padronizagdo dos parametros
metabdlicos. O peso corporal final foi registrado imediatamente antes da eutanasia
utilizando balanga de precisao calibrada. O procedimento de eutanasia foi realizado
por decapitacao rapida utilizando guilhotina especifica para roedores. Imediatamente
apo6s a eutanasia, o musculo séleo, tecido adiposo das regides epididimal e perirrenal
foram dissecados. O sangue foi coletado em tubos de ensaio sem anticoagulante,
subsequentemente, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos a
4°C para separacao do soro. Todas as amostras foram armazenadas para posteriores

analises bioquimicas.
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3.5 PARAMETROS METABOLICOS

3.5.1 Monitoramento do peso corporal

O peso corporal foi monitorado semanalmente durante todo o periodo
experimental utilizando balanga analitica de precisdo (modelo AY220, Shimadzu,
Japao) com resolucgdo de 0,1 mg e capacidade maxima de 220 g. As pesagens foram
realizadas sempre no mesmo horario (entre 8n00 e 10h00) para minimizar variagoes
circadianas, com os animais em jejum de 2 horas para padronizagao. O ganho de
peso foi calculado como a diferenga entre o peso final e inicial, sendo também

determinada a taxa de crescimento semanal para avaliagdo da curva de crescimento.

3.5.2 Determinagao do colesterol sérico

A concentracido de colesterol sérico foi determinada através de método
colorimétrico enzimatico utilizando kit comercial especifico (Labtest Diagnéstica,
Brasil), baseado na reag¢ao de Trinder modificada (Trinder, 1969). Este método utiliza
sistema enzimatico acoplado envolvendo colesterol esterase, colesterol oxidase e
peroxidase, resultando na formagdo de complexo colorido proporcional a
concentragédo de colesterol. O protocolo seguiu rigorosamente as especificagdes do
fabricante, com algumas modificagdes para otimizagédo da precisdo. Aliquotas de 10
ML de soro foram incubadas com 1.000 uL de reagente enzimatico a 37°C por 10
minutos. O reagente contém colesterol esterase (= 300 U/L), colesterol oxidase (= 250
U/L), peroxidase (= 1.000 U/L), 4-aminoantipirina (0,5 mM) e fenol (6 mM) em tampao
fosfato pH 7,0. A absorbancia foi determinada a 505 nm em espectrofotdmetro UV-
visivel, utilizando branco de reagente e padrao de colesterol 200 mg/dL fornecido pelo
kit. A linearidade do método foi verificada até concentracdes de 600 mg/dL, adequada
para a faixa esperada em camundongos. Os coeficientes de variagéo intra e inter-
ensaio foram inferiores a 3% e 5%, respectivamente. Os resultados foram expressos
em mg/dL, permitindo comparagdo com valores de referéncia estabelecidos na

literatura.
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3.5.3 Quantificagao do tecido adiposo

O tecido adiposo visceral foi quantificado através da dissecgao e pesagem dos
depdsitos epididimal e perirrenal, que representam adequadamente a adiposidade
visceral em roedores e correlacionam-se com parametros metabdlicos sistémicos
(Rogers, 1980). A disseccao foi realizada por pesquisador experiente seguindo
protocolo anatdbmico padronizado para garantir reprodutibilidade. O depdsito
epididimal foi cuidadosamente removido desde a regido do epididimo até a bifurcagcéo
dos vasos testiculares, evitando ruptura da capsula adiposa que poderia resultar em
perda de tecido. O depésito perirrenal foi dissecado desde o polo superior do rim até
aregiao lombar, incluindo todo o tecido adiposo circundante ao rim e glandula adrenal.
Apoés a dissecgdo, os depositos foram limpos de aderéncias vasculares e tecido
conjuntivo, secos em papel absorvente e pesados imediatamente em balanga analitica
de precisdo. O peso total do tecido adiposo visceral foi calculado como a soma dos

depdsitos bilateral epididimal e perirrenal.

3.6 ATIVIDADE DA CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

3.6.1 Atividade do complexo |

Avaliado a partir da homogeneizagdo do musculo séleo em 1ml de PBS. Ao
meio contendo tampédo fosfato de potassio (100 mM, pH 7,4) e proteinas do
homogeneizado foram adicionados NADH 14mM, rotenona 1,0 mM e ferrocianeto
(FeCN 10 mM). As absorbancias foram registradas por 3 minutos a 420nm a 25°C. A
atividade do complexo | foi medida através da taxa de NADH-dependente da redugao
do ferricianeto, que pode ser observada pela diminuigdo da absorbancia (Cassina,

1996). Os dados foram apresentados em nmol/min ~ '.mg proteina.

3.6.2 Atividade do complexo Il

Avaliado a partir da homogeneizag¢ao do musculo séleo em 1ml de PBS. O meio
de incubacéo foi constituido de fosfato de potassio (40 mM, pH 7,4), succinato de
sédio (16 mM) e DCIP (8 uM) e as proteinas do homogeneizado incubados a 30°C por

20 minutos. Depois, foi adicionado ao meio 4 mM de azida sddica e 7 mM de rotenona
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e a reacao iniciou com adigao de 40 mM de DCIP. As absorbancias foram registradas
por 5 minutos a 600 nm. A atividade do complexo Il foi medida pela diminuicdo da
absorbancia causada pela redugéo do 2,6-dicloroindofenol (Fischer et al., 1985). Os

dados foram apresentados em nmol/min ~ '.mg proteina.

3.6.3 Atividade do complexo IV

Avaliado a partir da homogeneizagdo do musculo séleo em 1ml de PBS. A
atividade do Complexo IV foi determinada através do método espectrofotométrico
baseado na oxidacido do citocromo ¢ reduzido, conforme protocolo de Rustin et al.
com modificagdes. O citocromo c foi previamente reduzido através de incubagdo com
ditionito de sédio em excesso, seguido de purificagdo em coluna de dessalinizagao
para remocdo do agente redutor. O grau de redugdo foi verificado
espectrofotometricamente, garantindo redug¢ao superior a 95% do citocromo c. O meio
de reacao foi preparado contendo tampéao fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e
citocromo ¢ reduzido 50 uM. Aliquotas de 50 pL da fragdo mitocondrial foram
adicionadas a 950 uL do meio de reacéo pré-aquecido a 25°C. A reacgao foi iniciada
pela adicdo da amostra e monitorada espectrofotometricamente a 550 nm por 2
minutos, registrando-se a variagdo de absorbancia a intervalos de 10 segundos. A
oxidacdo do citocromo c resulta em diminuicdo da absorbancia caracteristica do
citocromo c reduzido. A especificidade da reacao foi confirmada através de ensaios
na presenca de cianeto de potassio 1 mM, inibidor especifico do Complexo IV. A
atividade especifica foi calculada como a diferenca entre a atividade total e a atividade
resistente ao cianeto. A atividade enzimatica foi expressa em nmol de citocromo ¢
oxidado por minuto por mg de proteina, utilizando coeficiente de extingdo molar de
18,5x%x 10°M ~ 'cm ~ *a 550 nm.

3.7 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

3.7.1 Determinacao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Avaliado a partir da homogeneizagdo do musculo séleo em 1ml de PBS. A

peroxidacgao lipidica foi avaliada através da quantificagao de substancias reativas ao

acido tiobarbiturico (TBARS), método amplamente validado para deteccdo de
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produtos secundarios da oxidacéo lipidica, particularmente malondialdeido (MDA). O
protocolo foi baseado no método de Draper e Hadley com modificagcbes para
otimizacdo da sensibilidade e especificidade. Aliquotas de 100 pyL do homogeneizado
foram incubadas com 200 uyL de acido tricloroacético (TCA) 15% (p/v) para
precipitacdo de proteinas e liberagao de produtos lipidicos. Apos agitagéo vigorosa e
centrifugacéo a 3.000 x g por 10 minutos, 200 puL do sobrenadante foram transferidos
para novos tubos e incubados com 200 pL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,67% (p/v)
preparado em acido acético 50%. A reacao foi conduzida em banho-maria a 95°C por
60 minutos, periodo otimizado para maxima formagao do complexo MDA-TBA sem
degradagao térmica excessiva. Apos resfriamento em banho de gelo, as amostras
foram centrifugadas a 3.000 x g por 5 minutos para remogédo de precipitados. A
absorbancia foi determinada a 532 nm em espectrofotdmetro UV-visivel, comprimento
de onda especifico para o complexo MDA-TBA. A quantificagao foi realizada utilizando
curva padrao de malondialdeido preparada a partir de 1,1,3,3-tetrametoxipropano
(TMP), que sofre hidrolise acida gerando MDA em concentragdes conhecidas. A curva
padrao foi construida com concentragdes de 0,5 a 10 uM de MDA, apresentando
linearidade adequada (r* > 0,99). Os resultados foram expressos em nmol de MDA

por mg de proteina, permitindo normalizag&o para o conteudo proteico das amostras.

3.7.2 Determinacao de grupos sulfidrilas nao proteicos (NPSH)

Avaliado a partir da homogeneizagao do musculo séleo em 1ml de PBS. A
quantificacdo de grupos sulfidrilas ndo proteicas, principalmente glutationa reduzida
(GSH), foi realizada através do método colorimétrico baseado na reagdo com acido
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoéico (DTNB), também conhecido como reagente de Ellman
(Ellman, 1959). Este método fornece medida indireta do status antioxidante celular,
uma vez que a glutationa representa o principal sistema antioxidante ndo enzimatico.
Aliquotas de 200 pL do homogeneizado foram precipitadas com 200 yL de acido
tricloroacético (TCA) 10% (p/v) gelado para remocgédo de proteinas que poderiam
interferir na reacdo. Apos agitagao vigorosa e incubagao em gelo por 10 minutos, as
amostras foram centrifugadas a 3.000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
contendo os grupos sulfidrilas ndo proteicos foi cuidadosamente coletado. A reagao
colorimétrica foi iniciada pela adicao de 100 puL do sobrenadante a 800 uL de tampéao
Tris-HCI 0,4 M (pH 8,9) e 20 uL de DTNB 10 mM preparado em metanol. O DTNB
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reage especificamente com grupos sulfidrilas livres, formando complexo amarelo com
maximo de absorg¢ao a 412 nm. A reacgéao foi conduzida em temperatura ambiente por
3 minutos, tempo suficiente para desenvolvimento completo da cor. A absorbancia foi
determinada a 412 nm em espectrofotdmetro UV-visivel, utilizando branco contendo
todos os reagentes exceto a amostra. A quantificagcao foi realizada através de curva
padrdao de cisteina (0,1 a 2,0 mM), que apresenta grupos sulfidrilas livres em
concentragdes conhecidas. Os resultados foram expressos em umol de NPSH por mg
de proteina, permitindo comparagcdo entre amostras com diferentes conteudos

proteicos.

3.7.3 Atividade da superoéxido dismutase (SOD)

Avaliado a partir da homogeneizagao do musculo séleo em 1ml de PBS. A
atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da oxidacdo da adrenalina. As
amostras de plasma foram homogeneizadas em tampéo de glicina. Volumes de 5, 10
e 15 yl de amostra foram separados apos homogeneizacao e 5 ml de catalase, 175-
185 ml de tampéao glicina (0,75 g em 200 ml de agua destilada a 32°C, pH 10,2), e 5
pl de adrenalina (60 mM em agua destilada mais 15 ml/ml de HCI fumegante) foram
adicionados, incubados por 180 segundos em intervalos de 10 segundos e medidos
em um leitor SpectraMax i3XELISA a 480 nm. Os valores foram expressos como

unidade SOD/mg de proteina (U/mg de proteina) (Bannister, 1987).

3.7.4 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada através do método
espectrofotométrico acoplado, baseado na oxidacdo do NADPH durante a reducao da
glutationa oxidada (GSSG) pela glutationa redutase (Flohé, 1984). Avaliado a partir
da homogeneizacdo do musculo s6leo em 1ml de PBS. Este método permite
monitoramento continuo da atividade enzimatica através da diminuicdo da
absorbancia a 340 nm, comprimento de onda especifico para o NADPH. O meio de
reagao foi preparado contendo tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), EDTA 1
mM, glutationa reduzida (GSH) 2 mM, glutationa redutase 1 U/mL, NADPH 0,15 mM
e peroxido de hidrogénio 0,5 mM como substrato. Todos os componentes foram

preparados frescos e mantidos em gelo até o momento do uso. Aliquotas de 50 pL do
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homogeneizado foram adicionadas a 950 yL do meio de reagéo pré-incubado a 37°C
por 2 minutos. A reacao foi iniciada pela adicdo do perdxido de hidrogénio e
monitorada espectrofotometricamente a 340 nm por 5 minutos, registrando-se a
variagédo de absorbancia a intervalos de 30 segundos. A atividade da GPx foi calculada
com base na taxa de oxidagao do NADPH, utilizando coeficiente de extingdo molar de
6,22 x 10*M ~ 'cm ~ ' a 340 nm. Uma unidade de GPx foi definida como a quantidade
de enzima que catalisa a oxidagao de 1 ymol de NADPH por minuto nas condi¢des do

ensaio. Os resultados foram expressos em unidades de GPx por mg de proteina.

3.8 CONTEUDO DE PROTEINAS

O teor de proteina a partir de tecido muscular homogeneizado foi ensaiado
utilizando albumina de soro bovino como um padrdo, de acordo com Lowry et al.
(1951). Apos o reagente fosfomolibdico-fosfotungstico (folin fenol) ser adicionado para
ligar-se a proteina o reagente foi lentamente reduzido passando de amarelo para azul

e a absorbéancia foi lida a 750nm.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrao médio e
analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) unidirecional, seguida
do teste post hoc de Tukey. O nivel de significancia estabelecido para o teste
estatistico foi de p < 0,05. O pacote estatistico utilizado foi o GraphPad Prism versao
7.
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4. RESULTADOS

4.1PARAMETROS METABOLICOS

A Figura 3 apresenta os parametros corporais e metabdlicos. Na analise do
Peso Corporal (g), Figura 3-A, o grupo EA apresentou uma redugao significativa em
relagcdo ao grupo Sham (p<0,05). De forma semelhante, a massa de tecido adiposo
(9), representada na Figura 3-B, foi significativamente menor no grupo EA em relagao
ao grupo Sham (p<0,05). Por fim, na Figura 3-C, o Colesterol Total (mg/dL) também
se mostrou significativamente reduzido no grupo EA em relagdo ao grupo Sham
(p<0,05).
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Figura 3. Parametros corporais e metabdlicos. Peso Corporal (A), Tecido Adiposo (B) e
Colesterol Total (C). Os dados séo apresentados em Média + EPM, no qual: *p<0,05 v.s grupo Sham.
(ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).

4 2 ATIVIDADE DA CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

A Figura 4 apresenta a atividade dos complexos da cadeia transportadora de

elétrons. Na analise da atividade do Complexo |, o grupo EA apresentou um aumento
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significativo em relagdo ao grupo Sham (p<0,05), conforme ilustra a figura 4-A. O
mesmo acontece na atividade do Complexo Il (Figura 4-B) e na atividade do Complexo
IV (Figura 4-C) que também se mostraram significativamente elevados em

comparagao ao grupo SHAM (p<0,05).
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Figura 4. Atividade dos complexos da cadeia transportadora de elétrons. Complexo | (A),
Complexo Il (B) e Complexo IV (C). Os dados sdo apresentados em Média + EPM, no qual: *p<0,05 v.s
grupo Sham. (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).
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4.3 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

A Figura 5 ilustra os marcadores de dano oxidativo e a atividade antioxidante
no musculo de camundongos. Conforme demonstrado na Figura 5-A, os niveis de
TBARS, marcador de peroxidagao lipidica, foram significativamente menores no grupo
EA em comparagao ao grupo Sham (p<0,05).

A resposta antioxidante foi avaliada por meio dos niveis de NPSH e das
atividades da SOD e da GPx. Na Figura 5-B, observa-se um aumento significativo nos
niveis de NPSH no grupo EA em relacdo ao grupo Sham (p<0,05). De modo
semelhante, a atividade da enzima SOD foi significativamente elevada no grupo EA,
conforme apresentado na Figura 5-C (p<0,05). Por fim, a Figura 5-D revela um
aumento significativo na atividade da enzima GPx no grupo EA em comparag¢ao ao

grupo Sham (p<0,05).
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Figura 5. Efeitos do tratamento EA sobre os marcadores de dano oxidativo. TBARS (A),
e defesa antioxidante: NPSH (B), SOD (C) e GPX (D). Os dados s&o apresentados em Média + EPM,
no qual: *p<0,05 v.s grupo Sham. (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey).



34

5. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do EA na fungdo mitocondrial e na
capacidade antioxidante do musculo séleo em camundongos Swiss albinos. E
importante esclarecer esses parametros, uma vez que a disfungdo mitocondrial e o
desequilibrio redox tém um papel central no desenvolvimento de doengas metabdlicas
ligadas ao sedentarismo e obesidade (Mcmurphy et al., 2018). Para compreender
como os estimulos multissensoriais afetam o metabolismo muscular, foram avaliados
os parametros metabdlicos sistémicos, a atividade da cadeia respiratoria mitocondrial
e 0s marcadores de estresse oxidativo em camundongos Swiss albinos expostos a
um protocolo de 63 dias de EA. Os resultados demonstraram que o EA proposto foi
capaz de promover adaptacdes coordenadas que envolveram desde a funcao
mitocondrial celular até o metabolismo sistémico, o que resultou em uma maior
eficiéncia energética corporal e na homeostase metabdlica, confirmando o potencial
deste tipo de abordagem como estratégia ndo-farmacoldgica para a melhoria da
saude metabolica (Manzo et al., 2024).

Mesmo sem restricbes alimentares, o grupo submetido ao EA apresentou uma
diminuicdo no peso corporal em relagao ao grupo Sham. Essa mudancga indica um
crescimento no gasto energético total, motivado pelo aumento da atividade fisica
espontanea em resposta aos estimulos do ambiente. Essa via promove o balango
energético negativo ao regular a interagdo entre o sistema nervoso central e os tecidos
periféricos, resultando no aumento da atividade lipolitica e maior consumo de energia.
Os resultados obtidos estdo compativeis com estudos que indicaram a ativagao de
circuitos neurais encarregados da regulagdo da homeostase energética em resposta
a estimulos ambientais enriquecidos (Mcmurphy et al., 2018).

Da mesma forma, o grupo EA apresentou uma diminuigdo na massa de tecido
adiposo visceral analisado, o que representa uma adaptagcao metabdlica importante
dentre os parametros examinados. Essa reducao esta de acordo com pesquisas que
apresentam redugdes de até 60% no tecido adiposo visceral (TAV) como resposta ao
EA (Mcmurphy et al., 2018). O TAV apresenta caracteristicas metabdlicas diferentes,
como uma atividade lipolitica mais elevada, grande densidade de receptores [3-
adrenérgicos e liberagdo de mediadores inflamatdrios, como TNF-a e IL-6, o que
influencia diretamente na homeostase metabdlica sistémica (Manzo et al., 2024).

A mobilizagao deste tecido adiposo sugere a ativagdo de processos especificos
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voltados para a utilizagao de lipidios, mediados pela ativagao do eixo hipotalamico-
simpatoneuronal-adipécito e facilitados pela melhoria da capacidade oxidativa
muscular (Mcmurphy et al., 2018; Huang et al., 2024). Estudos recentes revelam que
animais submetidos ao EA apresentam uma redistribuicdo preferencial da gordura
corporal, resultando na reducéo da inflamagao do tecido adiposo e na melhoria do
metabolismo glicémico (Manzo et al., 2024; Souza et al., 2019).

A ativacdo dos mecanismos do metabolismo lipidico confirma os dados
referentes a diminuicdo dos niveis totais de colesterol sérico no grupo EA, indicando
uma melhoria do perfil lipidico sistémico. Essa mudanga pode estar ligada a um
aumento na utilizacdo do colesterol para a sintese hormonal, a otimizagao da fungao
hepatica ou a modificagdes na producido de lipoproteinas. Além disso, pode-se
observar uma capacidade maior dos tecidos, especialmente do figado e dos
musculos, em absorver e utilizar as lipoproteinas presentes na corrente sanguinea,
em funcgdo das adaptacdes metabdlicas identificadas (Souza et al., 2019).

A melhoria do perfil lipidico esta em conformidade com alteragdes metabdlicas
que favorecem a utilizagcdo eficiente de lipidios como fonte de energia. Nesse
mecanismo, o0s acidos graxos sao levados a matriz mitocondrial pelo sistema
carnitina-palmitoil transferase e passam por (-oxidagao, resultando na producao de
acetil-CoA, NADH e FADH,, que alimentam diretamente o ciclo de Krebs e a cadeia
respiratoria mitocondrial. Pesquisas recentes demonstram que alteragdes nas rotinas
de atividade fisica espontanea e na fungao mitocondrial exercem influéncia sobre
0 processo de metabolizagao lipidica sistémica (Brown et al., 2024).

O aumento metabdlico sistémico observado, como a diminuicdo do peso
corporal e do colesterol no sangue, tem como fundamento fisioldgico as alteragdes na
cadeia respiratéria mitocondrial (Souza et al., 2019). O presente estudo revelou um
aumento na atividade do Complexo | no grupo EA em comparagéo com o grupo Sham.
Esse complexo constitui o principal ponto de entrada para a oxidacdo de substratos
energéticos, promovendo a transferéncia de elétrons do NADH para a ubiquinona e
contribuindo para a formagéao do gradiente eletroquimico através da membrana interna
nas mitocondrias (San-Millan et al., 2023). O aumento da atividade sugere uma
melhoria na eficiéncia dos mecanismos entre a oxidagao de substratos e a sintese de
ATP, apesar de tal processo poder provocar um aumento temporario na producao de
ROS, o que, por sua vez, induz adaptacbes compensatorias de carater antioxidante.

A literatura cientifica sugere que a atividade do Complexo | esta associada a aptidao
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oxidativa dos musculos esqueléticos e a eficiéncia metabdlica energética (Larsen et
al., 2012).

O Complexo Il apresentou um aumento na atividade no grupo EA. Este
complexo exerce uma fungdo dupla, operando simultaneamente no ciclo de Krebs
como succinato desidrogenase e na cadeia respiratoria, estabelecendo interligagao
entre o metabolismo oxidativo e a fosforilagao oxidativa (San-Millan et al., 2023). O
aumento de sua atividade estimula diretamente a (B-oxidagdo dos acidos graxos,
gerando FADH,, que alimenta o Complexo Il. Isso propicia uma flexibilidade
metabdlica, a qual é fundamental para a adaptagao a diversas exigéncias energéticas
(Goodpaster et al., 2017). Essa adaptacdo estabelece uma conexao direta com a
mobilizacdo do tecido adiposo visceral, conforme observado nos parametros
sistémicos, uma vez que a maior capacidade de oxidacgao lipidica favorece o uso
desses substratos energéticos. Recentes estudos indicam que a atividade desse
complexo responde de maneira importante a estimulos ambientais e esta relacionada
a flexibilidade metabdlica (San-Millan et al., 2023; Goodpaster et al., 2017).

O grupo EA também apresentou um aumento na atividade do Complexo IV, um
biomarcador importante da fosforilacdo oxidativa muscular. Esse complexo funciona
como um catalisador na etapa final da cadeia respiratédria, atuando na transformacgao
do oxigénio molecular em agua e auxiliando na formagao do gradiente de prétons
(Porter et al., 2015). O aumento da atividade desse complexo sugere uma melhor
capacidade de uso do oxigénio para a sintese de ATP e indica uma maior eficiéncia
na respiragao celular (Goodpaster et al., 2017). Essa modificacdo afeta forma direta a
capacidade aerdbica e a resisténcia a fadiga muscular, contribuindo para a diminuigao
do peso corporal e a melhoria do perfil lipidico observado nos animais submetidos ao
EA. A literatura destaca o papel do Complexo IV como um indicador da fungao
mitocondrial, mostrando relagdes entre sua atividade e capacidade metabdlica em
diversos modelos experimentais (Porter et al., 2015).

O aumento na atividade dos trés complexos respiratorios sugere que o EA
conseguiu ativar programas transcricionais, especialmente a via PGC-1q, responsavel
pela regulacdo da biogénese mitocondrial. A coordenacédo funcional dos trés
complexos €& fundamental para evitar limitacbes na capacidade respiratoria,
resultantes do desajuste entre as diferentes etapas da cadeia de transporte de
elétrons. Isso distingue o EA de intervengdes que apenas ativam componentes

isolados do metabolismo energético. A melhoria da eficiéncia energética mitocondrial
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ocorre quando os complexos |, Il e IV sdao melhorados simultaneamente, conforme
demonstrado em varias pesquisas sobre adaptagbes mitocondriais coordenadas
(Brown et al., 2024). Estudos mostram que essa reprogramacao transcricional em
resposta a estimulos ambientais tem efeito direto nas melhorias metabdlicas
sistémicas observadas, 0 que esta de acordo com o padréo identificado na presente
pesquisa (Huang et al., 2024; Dietrich et al., 2012).

O aumento na fungédo mitocondrial leva a uma maior produgdo de ROS como
subproduto do aumento do metabolismo oxidativo (Goodpaster et al., 2017). O
exercicio fisico espontaneo modula as adaptacdes do sistema antioxidante por meio
de mecanismos moleculares, 0s quais causam uma produgao temporaria de
ROS durante a contragdo muscular. Essas espécies promovem a oxidacdo de
residuos de cisteina na proteina Keap1, impedindo sua interacdo com o fator de
transcricdo NRF2 (Dietrich et al., 2012). Livre dessa repressao, o NRF2 se desloca
para o nucleo celular e se conecta aos elementos de resposta antioxidante (ARE) no
DNA dando inicio a transcri¢do de genes que produzem enzimas antioxidantes, como
SOD, GPx e as que participam da sintese de glutationa (Steinbacher, 2015). Embora
0s mecanismos especificos do EA na ativagdo de vias antioxidantes ainda nao
estejam completamente elucidados, o aumento da atividade fisica associado ao EA
pode estimular vias como Keap1-NRF2-ARE, conhecidas por promover adaptagdes
antioxidantes em resposta ao exercicio (Brown et al., 2024).

O grupo EA mostrou um aumento na atividade da superéxido dismutase (SOD),
representando uma adaptacgao antioxidante entre os marcadores analisados. A SOD
promove a transformacao do radical superdoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio
molecular, formando a primeira linha de defesa enzimatica contra as ROS. O aumento
na atividade dessa enzima sugere uma melhoria na capacidade de neutralizar radicais
superoxido, o que traz beneficios protetores para as estruturas celulares (Steinbacher,
2015). SOD, CAT e GPx constituem enzimas essenciais do sistema antioxidante que,
em associagao a outras enzimas, como a glutationa redutase, constituem a primeira
linha de defesa contra as ROS (Steinbacher, 2015). Pesquisas recentes demonstram
que os estimulos ambientais elevam consideravelmente a atividade da SOD em
musculos esqueléticos (Supruniuk et al., 2023; Chen et al., 2024).

O aumento da atividade da GPx no grupo EA indica uma adaptagao
antioxidante do musculo séleo, o quel é evidenciada por pesquisas sobre

heterogeneidade muscular e adaptagdes teciduais (San-Millan et al., 2023; Powers, et
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al., 2020). Essa resposta adaptativa protege diretamente a integridade das
membranas celulares e mitocondriais, preservando a fungdo dos complexos
respiratorios e sustentando as melhorias metabdlicas sistémicas que foram
observadas.

O grupo EA apresentou um aumento significativo nos niveis de grupos NPSH,
o que reflete uma ampliacdo da capacidade antioxidante ndo enzimatica. A ativagao
da via Keap1-Nrf2 favorece a expresséo da glutamato-cisteina ligase, que é a enzima
limitante na sintese da glutationa, em resposta aos estimulos do estresse oxidativo.
Essa adaptacdo mantém a homeostase redox durante o aumento da atividade
respiratoria, proporcionando protegao contra o estresse oxidativo (Dietrich et al., 2012;
Anderson et al., 2025).

A diminui¢do dos niveis de TBARS no grupo EA confirmou a eficacia funcional
do sistema antioxidante na prevencado da peroxidagao lipidica. Essa protegao
preservou a integridade das membranas mitocondriais, mesmo com o aumento na
atividade metabdlica, mantendo a eficacia da fosforilacdo oxidativa e auxiliando nas
melhorias sistémicas observadas (Supruniuk et al., 2023).

A resposta do sistema antioxidante apresenta-se como uma adaptacao
caracteristica promovida pelos protocolos de EA, com o aumento coordenado de
todos os componentes avaliados. Esta protecao traduz-se nas melhorias metabdlicas
e adaptagdes mitocondriais observadas, o que caracteriza um metabolismo otimizado
com maior eficiéncia energética (Powers, et al., 2020; Lavin et al., 2022). O aumento
da capacidade oxidativa muscular promovido pelo EA estabelece um ciclo de
retroalimentagdo positiva com maior eficiéncia na utilizacdo de acidos graxos
favorecendo a mobilizacio do tecido adiposo visceral, e com a consequente melhora
do perfil metabdlico sistémico. O sistema antioxidante fortalecido preserva este ciclo
de adaptagdes, mantendo a integridade mitocondrial (Huang et al., 2023; Powers, et
al., 2020).

O musculo séleo foi escolhido de forma estratégica em razdo de sua
predominancia de fibras musculares do tipo | (oxidativas), pois apresentam maior
densidade mitocondrial, elevado metabolismo aerdbico e melhor aptiddao para a
oxidacao de acidos graxos (Steinbacher, 2015; San-Millan et al., 2023), tornando-se
mais sensiveis aos estimulos do exercicio fisico o que fornece um modelo ideal para
a investigacao dos mecanismos celulares subjacentes (Dietrich et al., 2012; Anderson
et al., 2025).
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A diminuicdo da gordura visceral reduz mediadores inflamatdrios, como TNF-
a, IL-6 e MCP-1, isto promove um ambiente sistémico que beneficia a fungao
mitocondrial e melhora a eficiéncia antioxidante. Essas alteracbes metabdlicas
evidenciam a habilidade do organismo em aprimorar seus sistemas energéticos em
resposta ao exercicio fisico, atingindo um nivel de equilibrio energético mais elevado
(Supruniuk et al., 2023; Brown et al., 2024).

O EA se diferencia de abordagens convencionais por estimular diversos
mecanismos regulatérios ao mesmo tempo. As modificagdes identificadas estdo de
acordo com as transformacdes na atividade enzimatica, o que evidencia mudancgas
na regulacao metabdlica em resposta a estimulos do ambiente (Huang et al., 2024),
isto configura uma estratégia em harmonia com a biologia natural do corpo (Limén-
Pacheco et al., 2009).

Os resultados demonstram que o EA promove adaptagdes mitocondriais,
antioxidantes e metabdlicas através da modulacdo ambiental e ndo de intervengao
farmacolodgica especifica. Estas evidéncias indicam que a saude metabdlica pode ser
otimizada por condigdes ambientais que expressam habilidades adaptativas
enddégenaso que oferece uma abordagem complementar as estratégias terapéuticas
tradicionais (Goodpaster et al., 2017). A contribuicdo original deste estudo demonstra
que o EA promove adaptagdes integradas no musculo séleo, evidencia mecanismos
celulares especificos que geram beneficios metabdlicos sistémicos. Estas
adaptacdes, similares ao treinamento fisico estruturado (Mcmurphy et al., 2018;
Huang et al., 2024), foram obtidas apenas através de estimulacdo ambiental, isso
demonstra a eficacia do EA como estratégia ndo-farmacolégica para melhorar a saude

metabdlica.
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6. CONCLUSOES

Considerando os resultados encontrados no presente estudo, o EA demonstra
ser uma atividade fisica com efeitos significativos na promoc¢ado de adaptagbes
funcionais além do nivel celular, estabelecendo efeitos mitocondriais de aumento na
atividade dos complexos |, Il e IV e efeitos antioxidantes no musculo séleo, bem como
efeitos metabdlicos sistémicos em camundongos Swiss albinos.

Embora o EA seja comumente utilizado em estudos experimentais, para
estimulacdo de comportamentos naturais e da promoc¢ao do bem-estar fisico e mental,
cuja analises ocorrem em tecido cerebral, a literatura carece de evidéncias que
ressaltam a relacdo entre o EA e o metabolismo muscular. Desta forma, ha
necessidade de continuas investigagdes para elucidar os efeitos do EA a nivel

muscular.
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