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RESUMO 

NASCIMENTO, T.L. Influência das proteínas de choque térmico na resposta regenerativa de 

músculos esqueléticos de camundongos idosos. 2018. 120 f. Tese (Doutorado em Ciências 

Morfofuncionais) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018.   

 

Considerando-se que o papel das proteínas de choque térmico (HSPs) na melhoria da resposta 

regenerativa da musculatura esquelética de camundongos idosos ainda não é bem conhecido, e que o 

tratamento com O-(3-piperidino-2-hydroxy-1-propyl) nicotinic amidoxime (BGP-15), um indutor de 

HSPs, atenua a fibrose muscular em animais com Distrofia de Duchenne, a hiperexpressão de HSPs 

no músculo esquelético através do tratamento com BGP-15 e do uso de camundongos transgênicos 

que hiperexpressam a proteína de choque térmico 70 kDa induzível (HSP70) poderia melhorar o 

processo regenerativo muscular por meio da atenuação da fibrose do tecido muscular em regeneração 

de animais idosos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar a influência das HSPs na 

resposta regenerativa muscular em camundongos idosos através da análise dos efeitos do tratamento 

com o fármaco BGP-15 e da hiperexpressão da HSP70 induzida por transgenia em aspectos 

estruturais, celulares, moleculares e funcionais. Em 10 dias após a criolesão de músculos tibialis 

anterior (TA), o tratamento com BGP-15 (15 mg/kg) atenuou a sarcopenia e a redução do tamanho 

das fibras musculares em regeneração de camundongos idosos, e induziu a recuperação da densidade 

de área do tecido conjuntivo em músculos não lesados de camundongos idosos, e da expressão de 

FGF em músculos lesados de camundongos idosos. Além disso, o BGP-15 proporcionou atenuação 

da queda da força do músculo extensor digitorum longus em regeneração (EDL) após lesão em 

camundongos jovens. Além do efeito benéfico do BGP-15 em atenuar a sarcopenia, este fármaco (1 

µM) também atenuou a perda de miotubos C2C12 expostos às citocinas inflamatórias interferon-γ e 

TNF-α.  Houve prevenção do déficit na diferenciação inicial e tardia de mioblastos oriundos de 

animais idosos que hiperexpressam HSP70. Em paralelo, verificamos que o silenciamento de HSP70 

em mioblastos C2C12 acarreta na redução da expressão do gene MyoD e do miR-326 no início do 

processo de diferenciação muscular. Portanto, nossos resultados demonstram que a hiperexpressão 

de HSPs, induzida por BGP-15, melhora a regeneração muscular em camundongos idosos, pois 

acelera a recuperação do tamanho da fibra muscular em regeneração. Experimentos in vitro sugerem 

que esse efeito é mediado pela atenuação do déficit na diferenciação de células precursoras 

miogênicas. Paralelamente, este trabalho demonstra que a HSP70 participa do início da diferenciação 

muscular por meio de mecanismo envolvendo MyoD e o miR-326. Além do efeito benéfico do 
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indutor de HSPs, BGP-15, sobre a regeneração muscular de animais idosos, este atenuou a 

sarcopenia e a perda de miotubos expostos ao modelo de atrofia muscular in vitro induzido por 

interferon-γ e TNF-α. Este último efeito é mediado pela redução na expressão de Atrogin-1.  

 

 

Palavras-chave: Músculo esquelético. Regeneração. Proteínas do choque térmico. Envelhecimento. 

Diferenciação muscular. 
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ABSTRACT 

 

NASCIMENTO, T.L. Influence of heat shock proteins on skeletal muscle regeneration of old 

mice. 2018. 120 f. Thesis (Ph. D. In Morphological Science) – Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018.   

 Considering that the role of heat shock proteins (HSPs) on the skeletal muscle regenerative response 

of aged mice is still not well known, and that the treatment with O- (3-piperidino-2-hydroxy-1-

propyl ) nicotinic amidoxime (BGP-15), an HSP inducer, attenuates muscle fibrosis in animals with 

Duchenne Muscular Dystrophy; the overexpression of HSPs in skeletal muscle induced by BGP-15 

treatment and the use of inducible 70 kDa heat shock protein (HSP70) overexpressing transgenic 

mice could improve the muscle regenerative process through attenuation of fibrosis of regenerating 

muscle tissue in old mice. Therefore, the aim of this study was to investigate the influence of HSPs 

on muscle regenerative response in aged mice by analyzing the effects of BGP-15 treatment and 

HSP70 overexpression induced by transgenesis in structural, cellular, molecular and functional 

aspects of regenerating muscles from aged mice. At 10 days after cryolesion of the tibialis anterior 

(TA), BGP-15 treatment (15 mg / kg) attenuated sarcopenia, reduced the cross sectional area of 

regenerating myofiber from aged mice and recovered the connective tissue density and the 

expression of FGF in injured muscles from aged mice. Moreover, BGP-15 attenuated the force 

decrease in extensor digitorum longus (EDL) after injury in young mice. In addition to the beneficial 

effect of BGP-15 on attenuation of sarcopenia, this drug (1 μM) also attenuated the loss of C2C12 

myotubes exposed to the inflammatory cytokines interferon-γ and TNF-α. There was a prevention of 

the deficit in the initial and late differentiation of myoblasts from aged animals that overexpress 

HSP70. In parallel, we observed that the silencing of HSP70 in C2C12 myoblasts reduced the gene 

expression of MyoD and miR-326 at the beginning of the muscle differentiation process. Therefore, 

our results suggest that the overexpression of HSPs improves muscle regeneration in aged mice, 

since it accelerates the size recovery of regenerating myofibers. This effect is mediated by the 

attenuation of the deficit in the differentiation of myogenic precursor cells. In parallel, we 

demonstrated that HSP70 participates in the beginning of muscle differentiation probably through a 

mechanism mediated by MyoD and miR-326. In addition to the beneficial effect of the HSP inducer 

BGP-15 on muscle regeneration of aged animals, it attenuated sarcopenia and loss of myotubes 

exposed to interferon-γ and TNF-α. This latter effect is mediated by the reduction of Atrogin-1 

expression.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A regeneração muscular esquelética é essencial para a manutenção da integridade muscular 

e em indivíduos idosos tem sido mostrado que a resposta regenerativa está deprimida (Barber et 

al., 2015; Grounds, 1998; Welle, 2002). Inicialmente cabe uma breve introdução sobre as 

características gerais do músculo esquelético e sobre o processo de regeneração muscular 

esquelética, para posteriormente entendermos as principais modificações estrutrais desse 

processo durante o envelhecimento.  

 

1.1 Características gerais do músculo esquelético  

 

 O músculo esquelético é o órgão mais abundante do corpo humano (Grefte et al., 2007; 

Karagounis, Hawley, 2010), sendo um dos componentes do aparelho locomotor, e tem como 

função principal a sustentação e movimentação coordenada do corpo. O músculo esquelético é 

composto por células longas, poligonais e multinucleadas denominadas de fibras musculares, as 

quais apresentam núcleos periféricos (Bassel-Duby, 2006; Junqueira, 2008; Lieber, 2002; Ten 

Broek, 2010).   

 Além das fibras musculares, o tecido muscular esquelético também é composto por tecido 

conjuntivo, tecido nervoso e vasos sanguíneos (Powers, Howley, 2005). O músculo esquelético 

é envolvido por uma camada de tecido conjuntivo chamada de epimísio. Do epimísio partem 

finas camadas de tecido conjuntivo delimitando as fibras musculares em feixes, os fascículos 

musculares, esta camada é denominada perimísio. Além disso, cada fibra muscular é envolvida 

pelo tecido conjuntivo denominado endomísio. O tecido conjuntivo mantém unidas as fibras 

musculares, permitindo que a contração gerada por cada fibra muscular ocorra de forma 

homogênea e seja transmitida para os tendões e ossos, além de alocar uma extensa rede de 

capilares sanguíneos entre as fibras musculares e permitir a ligação de nervos às mesmas 

(Charge, 2004; Grefte, 2007; Jarvinen, 2005; Junqueira, Carneiro., 2008).  

 As fibras musculares são compostas por miofibrilas que são estruturas cilíndricas com 

cerca de 1 a 2 µm de diâmetro, que contêm miofilamentos proteicos, e ficam paralelas ao eixo 

maior da fibra muscular. São as miofibrilas que garantem o padrão de estriamento devido à 

presença de faixas claras e escuras, que se alternam por toda a extensão da fibra muscular 



25 

 

 

(Tajsharghi, 2008). As faixas claras são denominadas de bandas I, isotrópicas, enquanto as 

escuras denominam-se bandas A, anisotrópicas (Junqueira, Carneiro., 2008; Lieber, 2002; 

MacIntosh, 2006). No centro de cada banda A, há uma banda H e no centro de cada banda I, 

existe uma linha transversal escura, chamada de linha Z (Junqueira, Carneiro., 2008; Lieber, 

2002; MacIntosh, 2006). A região entre duas linhas Z é nomeada sarcômero, que é a unidade 

funcional contrátil do músculo esquelético (Lieber, 2002; Tajsharghi, 2008). A faixa clara é 

composta principalmente por miofilamentos finos, e a faixa escura é composta principalmente 

por miofilamentos grossos. Os sarcômeros são constituídos principalmente por quatro proteínas, 

miosina, actina, tropomiosina e troponina. Os miofilamentos grossos são compostos por miosina 

e as outras três proteínas compõem os miofilamentos finos. A actina e miosina representam juntas 

55% do total de proteínas do músculo esquelético (Junqueira, Carneiro., 2008; MacIntosh, 2006; 

MacIntosh, 2006; MacIntosh, 2006; MacIntosh, 2006). 

 Para que a contração muscular ocorra é necessário que impulsos nervosos sejam enviados 

por um neurônio motor. Este tem o papel de transmitir o estímulo enviado para as fibras 

musculares na forma de potencial de ação. O local onde ocorre a interação entre o neurônio motor 

e a fibra muscular é chamado de junção neuromuscular. Um único neurônio motor tem a 

capacidade de inervar diversas fibras musculares, e o conjunto de um neurônio motor e as fibras 

musculares que este inerva é denominado unidade motora (Junqueira, Carneiro., 2008; 

MacIntosh, 2006). 

O processo de contração muscular é altamente especializado, e se inicia com um comando 

do sistema nervoso que por meio do neurônio motor chega à fibra muscular, induzindo uma 

cascata de reações. No músculo em repouso, as moléculas de troponina e tropomiosina envolvem 

a molécula de actina evitando que esta entre em contato com a molécula de miosina. Quando uma 

fibra do nervo motor recebe um impulso, há liberação de acetilcolina na placa motora, resultando 

na liberação dos íons cálcio e iniciando o ciclo de contração. A presença do cálcio no 

sarcoplasma faz com que o complexo troponina tropomiosina permita a interação da actina com a 

miosina, fazendo com que haja deslocamento da molécula de actina sobre a miosina, resultando 

em contração da fibra muscular. Logo após, o cálcio é transportado ativamente para o retículo 

sarcoplasmático, sendo a contração muscular dependente da disponibilidade de cálcio. Assim, 

quando a concentração deste íon se reduz no sarcoplasma, ocorre o relaxamento muscular. 

Variações na composição de proteínas miofibrilares podem resultar em propriedades metabólicas 
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e contráteis distintas, o que caracterizam diferentes tipos de fibras musculares (Clark et al., 2002; 

Pette, Staron, 2000).  

A molécula de miosina é composta de duas subunidades de miosina de cadeia pesada 

(myosin heavy chain–MyHC) e duas subunidades de dois pares de miosina de cadeia leve 

(myosin light chain –MLC) (Tajsharghi, 2008). Podemos considerar as fibras musculares são de 

tipos distintos de acordo com a predominância de isoformas da proteína MyHC (Bassel-Duby, 

Olson, 2006): 1) a MyHC I é expressa em maior quantidade em fibras do tipo I, também 

denominadas fibras de contração lenta e resistentes à fadiga; 2) a MHC IIx ou IIb está presente 

principalmente em fibras do tipo IIb ou fibras de contração rápida e pouco resistentes à fadiga 

(Powers, Howley, 2005; Tajsharghi, 2008); 3) As fibras musculares do tipo IIa (possuem alta 

expressão da miosina de cadeia pesada do tipo IIa, são de contração rápida), possuem 

propriedades metabólicas e contráteis intermediárias entre as fibras do tipo I e IIb ou IIx   

(Schiaffino, 2011; Schiaffino, 2007). As fibras musculares do tipo I são abundantes em músculos 

posturais e que exercem trabalhos de resistência, como por exemplo, o músculo sóleo (Kamanga-

Sollo et al., 2011), enquanto as fibras musculares do tipo II são predominantes em músculos de 

movimentos rápidos e que exercem atividades que requerem velocidade, como por exemplo, o 

músculo extensor longo dos dedos (EDL) (Bassel-Duby, Olson, 2006). 

O músculo esquelético apresenta grande capacidade de se adaptar a diversos estímulos. 

Sendo assim, pode haver conversão gradual do tipo de fibras musculares, do tipo I para tipo II ou 

do tipo II para o tipo I de acordo com diversos estímulos (Tiidus et al., 2008). Através de um 

estímulo, como por exemplo, a sobrecarga mecânica induzida pelo treinamento de força 

(Matsakas, Patel, 2009; Schoenfeld, 2010) ocorre hipertrofia muscular que é caracterizada pelo 

aumento da área de secção transversal das fibras musculares e, consequentemente aumento da 

força muscular (Matsakas, Patel, 2009; Schoenfeld, 2010). A falta de estímulo também pode 

induzir uma resposta da musculatura esquelética, como ausência ou redução da mobilidade 

muscular em situações de imobilização ou longos períodos de repouso, o que acarreta em atrofia 

do músculo esquelético, que é caracterizada pela redução da massa muscular indicada pela 

diminuição da área de secção transversal das fibras musculares e, consequente diminuição da 

força muscular (Cassano et al., 2009; Jackman, Kandarian, 2004; Lieber, 2002; Murphy et 

al., 2011).  Além disso, em situação de lesão o músculo esquelético, na tentativa de recuperar a 
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sua estrutura e função, também apresenta uma resposta adaptativa. Esse processo é denominado 

regeneração muscular e depende das células satélite, que serão abordadas no próximo item.  

 

1.2 Regeneração do músculo esquelético 

 

O músculo esquelético apresenta notável habilidade de se regenerar após uma lesão. O 

processo de regeneração inclui a instalação de um processo inflamatório, proliferação e 

diferenciação de células satélite, remodelamento da matriz extracelular, angiogênese e 

recuperação funcional do músculo lesado (Ciciliot, Schiaffino, 2010; Conte et al.). 

A lesão muscular ocorre a partir da ruptura do sarcolema da fibra muscular com 

consequente ampliação da permeabilidade celular (Charge, Rudnicki, 2004; Grefte et al., 2007; 

Jarvinen et al., 2005). O dano muscular pode ser ocasionado por lesão química, como por 

exemplo, toxinas (Salvini et al., 2001), mecânica, como lesões por distensões, normalmente 

observadas em atletas (Jarvinen et al., 2005), ou térmica, como queimaduras, ou congelamento 

(Miyabara et al., 2010; Sugita et al., 2011).  

Após a lesão muscular, células inflamatórias invadem o músculo lesado, principalmente os 

macrófagos, sendo responsáveis pela fagocitose e digestão das fibras musculares necrosadas e 

pela secreção de citocinas que são capazes de ativar as células satélite (Nathan, 1987). As células 

satélite, descritas pela primeira vez por Mauro em 1961 em fibras musculares de rã, são células 

mononucleadas e indiferenciadas, que foram assim denominadas por sua localização na periferia 

da célula, ou seja, encontradas entre a lâmina basal e o sarcolema da fibra muscular no músculo 

esquelético adulto em estado quiescente (Muir, 1965; Grounds, 1993; Schultz, 1994). Quando 

ativadas estas células se proliferam, posteriormente se diferenciam e se fundem à porção da fibra 

muscular previamente lesada, acarretando na recomposição do tecido muscular (Wozniak, 2005; 

Hawke, 2001). 

Durante a fase de recomposição do tecido lesado em resposta a citocinas pró-fibróticas, 

como o Transforming growth factor β (TGF-β), fibroblastos migram para o local da lesão para 

produzir e remodelar a matriz extracelular, resultando na síntese de seus componentes, como por 

exemplo, fibronectina, laminina, elastina, proteoglicanas, colágeno do tipo I e tipo III (colágenos 

mais abundantes do músculo esquelético). Esses elementos são importantes para a reparação do 
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tecido danificado, contribuindo para a angiogênese e para a recomposição do nicho das células 

satélite (Mann et al., 2011; Silva et al., 2016).   

Como previamente mencionado, as células satélite são ativadas por citocinas e diversos 

fatores de crescimento, tais como os Insulin-like growth factors I e II (IGF I e II), o Hepatocyte 

growth fator (HGF), o Fibroblast growth fator (FGF), o TGF-β, citocinas inflamatórias como 

Interleukin-6 (IL-6), óxido nítrico, além de fatores liberados pelo neurônio motor (Grefte et al., 

2007; Carosio, 2011). Além disso, diversos fatores de transcrição, dentre os quais podemos 

destacar o Paired box protein 7 (Pax7) e os fatores regulatórios miogênicos (MRFs) da família 

basic helix loop helix (MyoD, Myf-5, MRF-4 e miogenina) são importantes reguladores dos 

processos de proliferação e diferenciação das células satélite durante a regeneração muscular. O 

estado de quiescência das células satélite é sustentado pela alta expressão de Pax7. Após 

ativação, as células satélite apresentam alta expressão dos fatores regulatórios miogênicos MyoD 

e Myf5 e se proliferam acarretando no aumento do número de células precursoras miogênicas 

(Ciciliot, 2010; Grefte, 2007; Tiidus, 2008). A concomitante redução da expressão de Pax7 e o 

aumento da expressão de miogenina e MRF4 proporcionam a diferenciação das células 

precursoras miogênicas durante o processo regenerativo muscular (Grefte et al., 2007). A 

diferenciação terminal das células precursoras miogênicas é caracterizada pela fusão destas para 

formar miotubos, os quais passam a expressar a miosina de cadeia pesada neonatal (MyHCn) que 

em seguida será substituída pelas isoformas adultas de MyHCs (Ciciliot, 2010; Grefte et al., 

2007; Tiidus, 2008). 
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Figura 1. a) Participação das Célula Satélite no processo de regeneração muscular; b) Processo de ativação, 

proliferação e diferenciação de Célula Satélite e exemplos de fatores miogênicos expressos em cada fase. CS, Célula 

Satélite; CPM, Células Precursoras Miogênicas. Adaptado de Shi e Garry, 2006.  

  

Apesar do músculo esquelético apresentar importante capacidade de se regenerar frente a 

diversos estímulos lesivos, com o avanço da idade ocorre deficiência no processo de regeneração 

muscular esquelética (O'leary et al., 2012), tema que será abordado a seguir. 

 

1.3  Resposta regenerativa muscular no idoso  

 

À medida que a expectativa de vida vem aumentando, torna-se cada vez mais importante 

aprofundar nossos conhecimentos sobre os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no 

envelhecimento do sistema muscular, cuja integridade é reconhecidamente importante para a 

qualidade de vida. Sabe-se que durante o envelhecimento ocorre significativa perda de massa 

muscular, denominado sarcopenia, cujas causas são multifatoriais, como por exemplo, alterações 

no sistema endócrino, como a redução de hormônios sexuais e GH (Growth Hormone), 
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diminuição da atividade física e da nutrição (Arthur, Cooley, 2012; Clark, Manini, 2012; 

Narici, Maffulli, 2010; O'leary et al., 2012).  

O termo sarcopenia foi proposto por Rosenberg em 1989, e refere-se à perda de massa 

muscular ocorrida durante o envelhecimento. Entretanto, diversos autores associam esse termo 

também à perda de força muscular observada ao longo do envelhecimento. Estudos 

epidemiológicos demonstraram que entre 20 a 80 anos de idade ocorre uma redução da massa 

muscular de aproximadamente 18 % em homens e 27 % em mulheres (Narici, Maffulli, 2010). 

A sarcopenia é caracterizada pela redução do diâmetro e do número das fibras musculares, 

principalmente das fibras musculares do tipo II. No músculo do idoso, as fibras musculares são 

gradualmente substituídas por elementos não contráteis, como os adipócitos e o tecido 

conjuntivo. Alguns trabalhos sugerem que a sarcopenia é sustentada pela liberação de adipocinas 

por células adiposas, como por exemplo, leptina, e pela liberação de citocinas inflamatórias como 

por exemplo, TNF-α, por parte dos macrófagos, contribuindo para o desenvolvimento de 

resistência à insulina e para o surgimento de doenças metabólicas. Além disso, a morfologia do 

tecido muscular comprometida durante o envelhecimento, contribui para o déficit na força 

muscular, que é acompanhado pela limitação de movimento, diminuição da resposta imunológica 

e maior susceptibilidade às lesões (Arthur, Cooley, 2012; Conte et al., 2012; Narici, Maffulli, 

2010). 

Além das alterações estruturais citadas anteriormente, com o avanço da idade ocorre 

aumento de espécies reativas de oxigênio, o que ocasiona a elevação da oxidação do DNA 

mitocondrial, de lipídios e de proteínas (O'leary et al., 2012). O balanço entre síntese e 

degradação proteica também é afetado, pois há aumento de degradação proteica com elevação da 

expressão de elementos da via ubiquitina-proteassomo, maior ativação da via das caspases e de 

autofagia, e redução da síntese proteica através da inibição de elementos da via Akt/mTOR 

(Arthur, Cooley, 2012; Gumucio, Mendias, 2013; O'leary et al., 2012).  

No sistema ubiquitina-proteassomo, a principal via de degradação proteica no músculo 

esquelético, há a participação do complexo multiproteico contendo um centro proteolítico o qual 

regula a degradação das proteínas ubiquitinadas, o proteassomo, da enzima ativadora de 

ubiquitina, denominada E1, da enzima que conjuga as ubiquitinas ativadas, denominada E2, e a 

participação das enzimas ligantes de ubiquitina, as E3, como por exemplo, Murf-1 e Atrogin-1, 
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que são responsáveis por ligar as proteínas que serão degradadas ao conjugado de ubiquitinas 

para que estas sejam reconhecidas e degradadas pelo proteassomo (Bilodeau et al.,, 2016). 

Além disso, o declínio da capacidade regenerativa muscular constitui uma alteração 

marcante durante o envelhecimento (Grounds, 1998; Welle, 2002) e está relacionado com o 

retardo na ativação e menor proliferação de células satélite, resultando na redução do número e 

da função destas (Chakkalakal et al., 2012; Charge, Rudnicki, 2004). Embora as alterações 

estruturais envolvidas no decaimento da capacidade regenerativa muscular em idosos sejam bem 

conhecidas, os mecanismos intracelulares envolvidos em tal evento ainda não estão totalmente 

esclarecidos.  

A capacidade regenerativa do tecido muscular do idoso também é comprometida pela 

maior susceptibilidade deste em desenvolver fibrose, que é caracterizada pelo acúmulo de 

fibroblastos no tecido e consequente secreção excessiva de componentes da matriz extracelular, 

como por exemplo, o colágeno e a fibronectina, o que acarreta no comprometimento da estrutura 

e da função tecidual (Hawinkels, Ten Dijke, 2011). Como já descrito anteriormente, é bem 

estabelecido que o TGF-β induz o desenvolvimento de fibrose através da indução da produção e 

deposição de colágeno pelos fibroblastos em diversos tecidos (Hawinkels, Ten Dijke, 2011). 

Dentre as isofornas de TGF- β (TGF- β1, β2 e β3), o TGF- β2 parece ser mais produzido e 

portanto mais ativo durante o desenvolvimento de fibrose muscular (Tripathi et al. 1994). A 

exagerada produção de TGF-β no músculo esquelético de idosos (Beggs et al., 2004) está 

relacionada à expressão aumentada de citocinas pró-inflamatórias, como por exemplo, TNF-α e 

IL-6, que são responsáveis por ativar o fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB), e este é 

capaz de induzir a expressão de TGF-β (Aldaba-Muruato et al., 2012; Ogawa et al., 2004).  

Quase todas as células secretam TGF-β e possuem receptores para o mesmo. A 

superfamília do TGF-β é composta de TGF-βs, as bone morphogenic proteins (BMPs), os fatores 

de crescimento e diferenciação (GDFs) e as activinas. Os membros dessa superfamília ativam 

vias intracelulares através de sua ligação a receptores transmembrânicos serina/treonina kinase do 

tipo I (também denominado de activin-receptor like kinases, ALK) e II (Hawinkels, Ten Dijke, 

2011; Meulmeester, Ten Dijke, 2011). 

O TGF-β possui co-receptores auxiliares, como por exemplo, a betaglicana (receptor III 

do TGF- β) e a endoglicana. TGF-β se liga primeiramente a um co-receptor auxiliar e é 

subsequentemente apresentado ao receptor II do TGF-β (TβR-II) com o qual forma um complexo 
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heteromérico. Subsequentemente, ALK-5 é recrutado, o co-receptor se dissocia, e ALK-5 é 

fosforilado por TβR-II, o que inicia a sinalização intracelular através da fosforilação das proteínas 

Smads 2 e 3. Ativadas, as Smads 2 e 3 formam complexos heteroméricos com a co-smad Smad 4, 

que se acumula no núcleo. Esses complexos de Smads interagem com outros fatores de 

transcrição em regiões promotoras de genes alvo (como colágeno tipo I, fibronectina e 

plasminogen activator inhibitor-1-PAI-1) regulando, portanto, a transcrição destes (Hawinkels, 

Ten Dijke, 2011; Meulmeester, Ten Dijke, 2011). 

Diante do gradativo aumento da expectativa de vida e da importância da integridade da 

musculatura esquelética, a investigação de estratégias terapêuticas capazes de minimizar os 

efeitos deletérios do envelhecimento sobre o tecido muscular esquelético é essencial para a 

conservação da qualidade de vida. Neste contexto, boas candidatas seriam as proteínas de choque 

térmico (HSPs) em especial a HSP de 70 kDa induzível (HSP70), uma vez que esta é uma 

proteína citoprotetora podendo atuar na proteção contra o estresse oxidativo (Lightfoot et al., 

2009), contra a degradação proteica (Senf et al., 2010) e na inibição da ativação de NF-kB (Senf 

et al., 2008), que como previamente mencionado, é  responsável por induzir aumento da 

expressão de TGF-β, fator este envolvido no desenvolvimento de fibrose (Aldaba-Muruato et 

al., 2012). Considerando-se que tais eventos interferem sobremaneira na resposta regenerativa do 

tecido muscular, a hiperexpressão de HSPs poderia auxiliar na melhoria da capacidade 

regenerativa muscular de indivíduos idosos (Gombos et al., 2011). 

 

1.4 Proteínas de choque térmico  

 

Embora as HSPs tenham recebido este nome por serem sintetizadas em condições de 

elevadas temperaturas, são proteínas expressas em todas as células de eucariontes e procariontes 

em condições normais, e sua síntese é amplamente aumentada quando são expostas a diversos 

estímulos nocivos (Baba, 1998; Collins, 1982; Plesset, 1982; Fan, 2012).  

As HSPs compõem uma família caracterizada por grande homologia estrutural, 

demonstrada pela conservação da sequência de DNA e proteína ao longo da evolução 

(Lindquist, 1986; Liu et al., 2006). Além disso, são divididas em 6 subfamílias, distribuídas de 
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acordo com a massa molecular: 1) HSPs grandes (110 a 100 kDa), 2) HSP90, 3) HSP70, 4) 

HSP60, 5) HSP40 e 6) HSPs pequenas (30 a 18 kDa) (Lindquist, 1988; Liu, 2006). 

A indução das HSPs ocorre logo após um estímulo de estresse. O estresse celular leva à 

dissociação do heat shock factor-1 (HSF-1) do complexo de chaperonas localizados no 

citoplasma, o qual permanece ligado a este complexo em situação basal reprimindo a ativação das 

HSPs (Zou et al., 1998). Em sua forma livre no citoplasma o HSF-1 pode se conectar a outros 

HSFs-1 formando trímeros que se translocam para o núcleo (Wu, 1995) e ligam-se à região 

promotora do gene das HSPs, que é denominada heat shock element (Literati-Nagy et al., 2009), 

levando a transcrição dos genes HSPs (Morimoto et al., 1997). Consequentemente, os níveis de 

HSPs (RNAm e proteína) aumentam nas células em situação de estresse. Uma vez sintetizadas, as 

HSPs se unem à proteína desnaturada na tentativa de restaurar a sua estrutura terciária e atividade 

enzimática em um ciclo envolvendo a hidrólise de ATP (Gebauer et al., 1997). 

No intuito de se investigar a influência das HSPs na proteção do tecido muscular em 

diversas situações nocivas, tem-se utilizado diferentes métodos de indução da hiperexpressão de 

tais proteínas no músculo esquelético. Em modelo de atrofia muscular em animais, a 

hiperexpressão de HSPs induzida por altas temperaturas causou a atenuação da perda de massa 

muscular (Naito et al., 2000). A hiperexpressão de HSPs em músculos esqueléticos, induzida por 

eletroporação de plasmídeo ou por meio da utilização de animais transgênicos que 

hiperexpressam HSP70 também acarretou na atenuação da atrofia muscular e melhor recuperação 

da massa muscular após remoção do estímulo atrófico (Senf et al., 2008); (Miyabara et al., 

2012). Estudos utilizando o fármaco indutor de HSP geldanamycin derivative 17-(allylamino)-

17-demethoxygeldanamycin (17-AAG), no tratamento de músculo esquelético lesado são 

contraditórios, pois um deles demonstrou melhora na recuperação da força de músculos em 

regeneração de animais idosos (Kayani et al., 2008a), porém o outro não mostrou eficiente 

melhoria da regeneração de músculos lesados por um protocolo de contrações excêntricas 

(Baumann et al., 2016). Além disso, a utilização do fármaco O-(3-piperidino-2-hydroxy-1-

propyl)nicotinic amidoxime (BGP-15), indutor de HSPs, mostrou-se eficiente na atenuação de 

lesão muscular, de fibrose e da perda da função contrátil muscular durante a progressão da 

distrofia muscular de Duchenne em modelo animal (Gehrig et al., 2012).  
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O BGP-15 é um derivado de hidroxilamina capaz de induzir a síntese de HSPs através da 

ativação do fator de transcrição HSF-1 (Gehrig et al., 2012; Gombos et al., 2011; Literati-

Nagy et al., 2009). Apesar do mecanismo pelo qual o BGP-15 induz a expressão de HSPs não 

ser bem conhecido, Gombos et al., (2011) sugerem que o BGP-15 se liga à membrana plasmática, 

devido à alta afinidade a lipídios, ativando  PI3K (Phosphatidylinositide 3-kinases). Em seguida, 

PI3K dirige a conversão de PIP2 (Phosphatidylinositol diphosphate) para PIP3 

(Phosphatidylinositol triphosphate), ativando a cascata de sinalização Rac-1 (Ras-related C3 

botulinum toxin substrate 1; pequena GTPase). Rac-1 é capaz de ativar NADPH oxidase 

(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase), que por sua vez induz a produção de 

espécies reativas de oxigênio ativando o fator de transcrição HSF-1 (Gombos et al., 2011; 

Literati-Nagy et al., 2012).  

 

 

Figura 2. Mecanismo de ação do fármaco BGP-15.. Adaptado de Gombos et al., 2011 e Literati-Nagy et al., 2012. 
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O BGP-15 tem sido amplamente estudado na proteção contra resistência à insulina. 

Estudos demonstram que pacientes com diabetes do tipo-II apresentam baixa expressão do gene 

HSP70 no músculo esquelético, o qual tem sido associado à redução da sensibilidade à insulina 

(Chung et al., 2007, Literat-Nagy et al., 2012). O desenvolvimento de resistência à insulina está 

relacionado a um estado de crônica inflamação nos tecidos responsivos a insulina, como por 

exemplo, tecido adiposo, fígado e tecido musculo esquelético, no qual há liberação de TNF-α 

resultando na ativação de c-jun amino terminal kinase (JNK) e do inibidor de κb kinase (IKK), 

responsável pela ativação de NF-κB. Chung e colaboradores demonstraram em 2007 que a 

hiperexpressão de HSP70 através do tratamento com BGP-15 previne a fosforilação de JNK em 

músculo esquelético protegendo contra a resistência à insulina, sendo que testes clínicos têm 

confirmado esse potencial terapêutico (Chung et al., 2008; Literati-Nagy et al., 2009; Literati-

Nagy et al., 2012; Wellen, Hotamisligil, 2005). 

Dentre as HSPs, podemos destacar a HSP70 que é a mais abundante e que possui diversas 

funções, dentre as quais, faz parte do sistema ubiquitina/proteassoma, desempenha função de 

chaperona em vias de degradação proteica, faz ligação de novas cadeias de aminoácidos nos 

ribossomos e mantém a translocação e a conformação correta de proteínas precursoras do retículo 

endoplasmático e da mitocôndria no citosol (Pilon, Schekman, 1999).  

A família da HSP70 é composta de quatro isoformas; a 72 kDa, a 73 kDa, a 75 kDa e a 78 

kDa. A proteína com o peso molecular de 72 kDa é também conhecida como HSP70 induzível 

(HSP70), pois sua síntese é estimulada através de estresse, sendo assim, pode constituir mais de 

20% do total de proteínas celulares em condições de estresse e lesão celular, dessa forma tal 

proteína também é considerada um marcador de estresse (Liu et al., 2006).  

Estudos utilizando a indução da hipexpressão da proteína HSP70 através da transgenia, 

observaram que tal proteína atua na proteção de cardiomiócitos contra lesão induzida por 

isquemia-reperfusão (Marber et al., 1995), de músculos esqueléticos submetidos a lesões 

induzidas por contrações repetidas (Mcardle et al., 2004), ou por criolesão (Miyabara et al., 

2006).  Além disso, o tratamento com radicicol, um indutor de HSPs, em animais lesados com 

crotoxina (CTX) se mostrou capaz de melhorar a regeneração estrutural do músculo esquelético 

evidenciada pelo aumento do número de células satélite e das células musculares em 

diferenciação marcadas com MyHCn (Conte et al., 2008).  
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Apesar de alguns trabalhos terem mostrado que a indução de HSPs promove uma melhora 

dos aspectos morfológicos do tecido muscular em regeneração de camundongos jovens (Conte et 

al., 2008) e da função contrátil de músculos em regeneração de animais idosos (Kayani et al., 

2008a; Mcardle et al., 2004) a influência das HSPs no processo de regeneração muscular de 

indivíduos jovens bem como na melhoria da resposta regenerativa de idosos ainda não foi 

estudada de maneira sistemática. Além disso, pouco se sabe sobre a participação de pequenos 

RNAs não codificantes na regeneração muscular de idosos. 

 

1.5 microRNAs no músculo esquelético 

 

Nos últimos anos tem surgido diversos estudos a respeito dos RNAs não codificantes 

(ncRNA) de cadeia pequena, este grupo de RNAs inclui os pequenos RNAs de interferência 

(siRNA- short interfering RNA), RNAs de interação Piwi (piRNAs) e os microRNAs (miRNAs). 

Os miRNAs são RNAs não codificantes de proteínas que apresentam de 20 a 30 nucleotídeos, 

que regulam a expressão gênica geralmente inibindo o seu alvo, por diversos mecanismos, como 

por exemplo alteração na estrutura da cromatina, inibindo a transcrição ou alterando o 

processamento do RNA mensageiro (Carthew, Sontheimer, 2009).  

O mecanismo de biossíntese dos miRNAs é conservado evolutivamente e envolve a 

clivagem basicamente por duas enzimas RNase III, Drosha e Dicer. O processo se inicia no 

núcleo onde a RNA polimerase II transcreve o miRNA primário (pri-miRNA), que é longo e 

apresenta uma estrutura em stem-loop e contém em sua cauda 5´ um grupo 7-metil-guanosina 

(7mG) e na extremidade 3´ uma calda poli-A (Figura 3). Após a formação do pri-miRNA a sua 

estrutura stem-loop é reconhecida por um complexo microprocessador composto pela enzima 

Drosha, a proteína de ligação RNA-dupla-fita e DGCR8, e processada formando uma fita dupla 

em grampo que apresenta de 60 a 100 nucleotídeo denominada miRNA precursor (pre-miRNA). 

Após a clivagem pelo complexo Drosha, o pre-miRNA é transportado para fora do núcleo através 

da interação com a Exportina -5 e Ran-GTP, responsável por transportar o pre-miRNA do núcleo 

para o citoplasma. No citoplasma o pre-miRNA é catalisado pela Dicer. Essa clivagem resulta no 

miRNA maduro apresentando de 20 a 22 nucleotídeos em fita dupla. O miRNA maduro 

associado a um complexo de silenciamento chamado complexo indutor de silenciamento de RNA 
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(RISC) se liga à região 3’UTR dos genes alvo, fazendo com que estes genes sejam inibidos ou 

degradados (Davis-Dusenbery, Hata, 2010; Olena, Patton, 2010).  

 

Figura 3. Biogênese do miRNA e mecanismo de ação. Adaptado de Diniz e Wang, 2016. 

 

Nas últimas décadas, tem sido descrito o envolvimento de miRNAs como reguladores de 

diversos processos biológicos, incluindo aqueles relacionados ao músculo esquelético (Diniz, 

Wang, 2016; Krutzfeldt et al., 2006).  

Os miRNAs conhecidos como músculo-especificos foram descritos como participantes 

principalmente dos processos de  proliferação de células satélite, miogênese e hipertrofia 

muscular, são eles, miR-1, miR-133a, miR-133b,  miR-206, miR-208b,  miR-486 e miR-499, os 

quais estão presentes nos músculos esquelético e cardiaco (Di Filippo et al., 2016; Horak et al., 

2016; Van Rooij et al., 2008). Além disso, diversos estudos têm relatado outros miRNAs 

envolvidos na miogênese, como por exemplo, miR-26 na diferenciação de mioblastos  (Dey et 
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al., 2012), miR-128 na inibição de proliferação de mioblastos (Motohashi et al., 2013), e miR-

489 na manutenção do estado de quiescência das células satélite (Cheung et al., 2012).  

Tendo em vista que as proteínas de choque térmico têm importante participação em 

diversos processos biológicos, e que os miRNAs atuam na regulação de genes, a hiperexpressão 

de HSPs poderia melhorar aspectos da regeneração muscular de idosos envolvendo a participação 

de miRNAs.  

Considerando-se que a) a influência das HSPs na melhoria da resposta regenerativa da 

musculatura esquelética de idosos ainda não é bem conhecida, b) o tratamento com BGP-15 

atenua a fibrose muscular (Gehrig et al., 2012) e que, c) a hiperexpressão de HSPs pode inibir a 

ativação do fator NF-kB (Mccarthy, Esser, 2010; Senf et al., 2008) em músculo esquelético 

atrofiado; a hiperexpressão de HSPs no músculo esquelético através do tratamento com BGP-15 

poderia melhorar o processo regenerativo muscular através da atenuação da fibrose do tecido 

muscular em regeneração de indivíduos idosos por meio da inibição de NF-kB e consequente 

redução dos níveis de TGF-β, um potente indutor de fibrose (Aldaba-Muruato et al., 2012; El-

Khouly et al., 2012). Portanto, decidimos investigar a influência das HSPs na resposta 

regenerativa do tecido muscular esquelético de camundongos idosos através do estudo dos 

aspectos morfológicos, moleculares e funcionais da regeneração de músculos de camundongos 

idosos tratados com BGP-15, e de análises in vitro da função de células satélite oriundas de 

camundongos idosos transgênicos hiperexpressantes de HSP70. 
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA DO ESTUDO 

 

Considerando-se que a expectativa de vida tem aumentado mundialmente, o estudo de 

estratégicas capazes de minimizar os efeitos deletérios do envelhecimento, em especial, o déficit 

da capacidade regenerativa da musculatura esquelética que afeta de maneira significativa a 

qualidade de vida, é extrema importância. Sendo as HSPs, proteínas citoprotetoras capazes de 

atenuar os processos de atrofia, lesão e fibrose muscular, estas seriam boas candidatas para 

reduzir os efeitos deletérios do envelhecimento e auxiliar na resposta regenerativa muscular de 

camundongos idosos. Uma vez que a influência das HSPs na melhoria da resposta regenerativa 

da musculatura esquelética de idosos ainda não é bem esclarecida, e como tais proteínas 

participam da atenuação do processo de fibrose muscular; este trabalho contribuirá para o melhor 

entendimento da influência das HSPs na resposta regenerativa de músculos esqueléticos de 

idosos. Além disso, este trabalho poderá servir de base para futuros estudos no intuito de se 

investigar o papel do fármaco BGP-15 como um possível agente terapêutico no tratamento de 

lesões do músculo esquelético de indivíduos idosos. 
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7. CONCLUSÃO 

 Em geral, este estudo demonstra que a hiperexpressão de HSPs, induzida por BGP-15, 

melhora a regeneração muscular em camundongos idosos por meio da aceleração da recuperação 

do tamanho da fibra muscular em regeneração. Experimentos in vitro sugerem que esse efeito é 

mediado pela atenuação do déficit na diferenciação de células precursoras miogênicas. 

Paralelamente, este trabalho demonstra que a HSP70 participa do início da diferenciação 

muscular por meio de mecanismo envolvendo o fator de transcrição MyoD e o miR-326. Além 

disso, BGP-15 atenua a sarcopenia em camundongos idosos e a perda de miotubos atróficos in 

vitro. Este último efeito é mediado pela redução na expressão da E3 ligase Atrogin-1.  

 

Por fim, futuros estudos deveriam investigar o papel das HSPs como alvos para 

intervenções terapêuticas por meio de agentes farmacológicos como o BGP-15 ou terapia gênica, 

no intuito de atenuar o déficit da capacidade regenerativa de indivíduos idosos. 
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