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Resumo

Mudangas no padrdo alimentar e aumento do sedentarismo na sociedade moderna se
tornou uma questdo de salde publica. Uma medida cabivel para atenuar o balango
energético positivo seria a pratica de treinamento fisico, destacando-se o treinamento
resistido como um metodo utilizado para melhorar o desempenho anaerdbico. O
objetivo do presente estudo foi investigar respostas lactacidémicas e composicdo
corporal apos treinamento cronico em ratos Wistar submetidos a dois modelos de
treinamento intermitente de alta intensidade e apds a verificacdo avaliar o efeito do
treinamento e do destreinamento sobre a expressao de genes do metabolismo energético
em musculo esquelético de ratos Wistar. Foram utilizados noventa e seis ratos Wistar
divididos em duas levas, pesando 250g mantidos em biotério em gaiolas plasticas
coletivas, temperatura e ciclo claro/escuro controlados, divididos em seis grupos (n=7
animais por grupo): S=sedentério, E1=Exercitadol, E2=Exercitado2, alimentados com
racao para roedores, OS=Induzido a obesidade, OE1=0beso exercitadol, OE2=0beso
exercitado2, alimentados com dieta hiperlipidica. D - Ratos exercitados e destreinados
alimentados com ragdo padrdo. S5 - Ratos sedentarios de cinco meses de idade,
alimentados com racdo padrdo. OD - Ratos induzidos a obesidade, exercitados e
destreinados. O5 - Ratos de cinco meses de idade induzidos a obesidade e sedentarios.
Grupos E1, OEL1 treinados com protocolo proposto por Tamaki 1992 e grupos E2 e OE2
treinados com protocolo proposto por Tamaki 1992 com modificagdes. Para
determinacdo da intensidade do estimulo foi utilizado um lactimetro Yellow Spring
1500. Para a quantificacdo dos genes a técnica utilizada foi RT-PCR. Anova one way e
teste t de student foram utilizados para analisar as diferencas estatisticas entre 0s grupos.
Valores de p inferiores a 5% foram considerados significativos. Incrementos de 9% no
grupo E1, 23% no grupo E2, 32% no grupo C, 36% no grupo OE1, 33% no grupo OE2
e 36% no grupo OS foram observados no peso corporal dos ratos. Concentragdes de
lactato de 4,71+ 0,19; 6,47+0,57; 7,55+0,35; 5,5+0,77mmol foram observados ao longo
das 8 semanas de treinamento nos grupos E1 e E2. Nos grupos OE1 e OE2 os valores
observados foram de 7,44+0,37; 7,9+0,57; 6,49+ 1,15; 5,44+0,49. Com o
destreinamento, todos 0s grupos também apresentaram aumento de peso, porém 0s
grupos O/O5 foram o que mais ganharam massa corporea. O grupo D se diferenciou do
grupo S5 a partir da 8 semana. Porém o peso absoluto dos grupos /OD nédo se
diferenciou do grupo O5. O gene prkaa2 apresentou-se maior 48% no grupo E
comparado ao grupo S5 e o grupo D 38% e 56% frente aos grupos S e S5. OD
apresentou diferenca de 49% e 36% quando comparado aos grupos O e O5. O gene
mef2a apresentou-se aumentado no grupo OD em 48% e 60% quando comparado aos
grupos O e O5. No gene Slc2a4 o grupo D foi maior 43% e 46% aos grupos S e S5. OD,
52% maior frente ao grupo O. No gene ppargcla o grupo OD apresentou queda de 58%
e 48% quando comparado aos grupos OE e O5. Estimulos crénicos periodizados com
cargas progressivas ou a 50% do peso corporal ajustadas semanalmente apresentaram
declinio ao longo de 8 semanas frente a area total ou parcial da cinética do lactato nos
grupos exercitados, podendo assim comprometer protocolos de treinamento anaerdbio
mais longos sugerindo adaptacdes metabdlicas dos animais. Porém o treinamento com
pesos foi capaz de modular positivamente a expressdo genica do metabolismo
energético em musculo esquelético de ratos Wistar, independente da dieta ofertada.

Palavra chave: Ratos Wistar, Gene, dieta hiper lipidica, lactato.
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Abstract
Changes in the pattern of feed in the increased sedentary lifestyle in modern society has

become a matter of public health. A measure to mitigate the positive energy balance
would be the practice of physical excercise, be with an emphasis on training weights ,
such as a method used to improve the anaerobic performance. The objective of the
present study was to investigate the variables lactacidémicas answers to body
composition after chronic training in Wistar rats submitted to two models of high-
intensity intermittent training to select the best training model and after to evaluate the
effect of training and detraining about the genes expression of energy metabolism in
skeletal muscle of Wistar rats. Ninety-six Wistar rats weighing 250 g remained in
vivarium in plastic cages collective, with cycle day and night and temperature
controlled, divided into six groups (n 7 animals per group). S - sedentary, E1 - exercise
1, E2 - exercise 2, ration fed to rodents, OS - Obese Sedentary, OE1 - Obeso Exercise 1,
OE2 - Obeso Exercise 2, fed with high-fat diet. D - Rats exercised and untrained fed on
standard ration. S5 - Sedentary Mice of five months old, fed with standard ration. Od -
Induced Obesity Rats, exercised and untrained. O5 - five-month-old Rats induced
obesity and sedentary. E1, OE1 groups trained with protocol proposed by Tamaki 1992
and groups E2 and OE2 trained with Protocol proposed Protocol for Tamaki 1992 with
modifications. For determining the intensity of the stimulus was used a lactimeter
Yellow Spring 1500. For the quantification of genes the technique used was RT-PCR.
One way ANOVA and t test were used to analyze the statistical differences between the
groups. P values less than 5 were considered significant. Increase of 9% in the goup E1,
23% in the goup E2, 32% in the group C, 36% in the group OEL, 33% and 36% in grops
OE2 and Os respectly was observed in body compositions of rats. Concentrations of
lactate the 4 4,71+ 0,19; 6,47+0,57; 7,55+0,35; 5,5+0,77mmol was observed in the
course of 8 weeks of treinment in the groups E1 and E2. In OE1 and OEZ2 the values
observed was 7,44+0,37; 7,9+0,57; 6,49+ 1,15; 5,44+0,49 mmols. With the detrainment,
all groups also showed increased weight, however the groups and O/O5 O5 were what
won corporea mass. Group D is differentiated from the Group S5 from week 8.But the
absolut weight in the group OD don’t was difference statistical of the group OS5. The
Prkaa2 gene expression show upper 48% in gropu E when comparated in S5 and the
group D 38% and 56% in relation of the S and S5 groups. OD was difference 49% and
36% in relation of the groups O and O5. The gene Mef2a showed upperin group OD in
48% and 60% in relation the group O and O5 redpectly. In the Slc2a4 gene, the group D
was greater 43% and 46% in comparison the groups S and S5. OD was 52% greater in
relation O. The gene Ppargcla the group OD presented fall of 58% and 48% in relation
OE and O5 groups. Cronic stimulus periodized with progessive load or in 50% of the
corporal weight adjusted wekly presented declinealong 8 weeks in relation the parcial or
total area of the cinetic lactate in group exercise, compromising protocol of anaerobic
training, sugest metabolic adaptations in animals. But, the training was able to modulate
the genic expression positively energetic metabolism in skeletal muscle of Wistar rats,
independent of diet offered.

Keywords: Wistar rats, Gene, hyper lipid diet, lactate.
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O desejo de potencializar e perdurar ganhos fisioldgicos ou o estado
homeostatico ideal do organismo remonta a periodos histéricos da
humanidade. A necessidade de escolha sempre causou controvérsia quanto ao
tipo ideal e intensidade de exercicio, visto que as diversas formas de estresse
mecanico levam a adaptacdes organicas especificas. Sendo que todo e
qualquer tipo de estresse em que 0 organismo seja submetido causa
adaptacao dentre os quais podemos citar o aumento do volume mitocondrial

(Barbanti, 1997).

Mitocondrias sdo organelas presentes no organismo humano e sao
essenciais para geracdo de energia celular em uma variedade de vias
metabdlicas chave para a homeostase e desempenho do individuo. A producéo
de mitocéndrias — denominada biogénese mitocondrial— é um processo
complexo que envolve o orguestramento, a transcricdo, traducao e importacao
de mais de 1000 proteinas codificadas por dois genes (Mick et al., 2011;
Pagliarini et al., 2008; Scarpulla, 2008; Schmidt et al., 2010). Estas organelas
variam consideravelmente na composi¢do tecidual (Mootha et al., 2003a;
Pagliarini et al., 2008) e remodelam as necessidades celulares (Baltzer et al.,
2010; Hock and Kralli, 2009), indicando que o programa de biogénese
mitocondrial é personalizavel e sensivel as condigdes ambientais. Sendo assim
defeitos neste processo estdo associados a uma variedade de disfuncdes
musculares (Calvo and Mootha, 2010; DiMauro and Schon, 2003; Lowell and

Shulman, 2005; Wallace, 2005).

Durante duas décadas, grandes avangos em decifrar a rede trascricional

gue conduzem a biogénese mitocondrial foram evidenciados. Com particular
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importancia a identificacdo do receptor proliferador — ativado pelo coactivador 1

alfa (PGC-1a) (Puigserver et al., 1998).

O PGC-1a e coativadores relacionados (Kressler et al., 2002; Lin et al.,
2002) ao PRC (PGC-1 related coactivator) (Andersson e Scarpulla, 2001)
coordenam e ativam varios fatores de transcricdo necessarios para a
biogénese mitocondrial (Scarpulla, 2008). Além disso, o PGC-1a € ativado pelo
exercicio, pela adaptacdo termogénica, pela mudanca no estado redox celular,
pelos fatores de crescimento e pela disponibilidade de nutrientes que é

ofertada ao individuo durante o decorrer de sua vida (Hock e Kralli, 2009).

Com a mudanca comportamental do padréo alimentar populacional,
algumas doencas cronico-degenerativas, manifestam - se de forma sistematica
como a diabetes tipo 2 e a resisténcia a insulina (Monteiro 2010) causando
alteracbes no quadro de marcadores inflamatorios do individuo como:
Interleucina 6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral Alpha (TNF-a) e proteina C
reativa (Valerio et al.,2006; Panveloski —Costa et al., 2011; Carvalho et al.,

2006.; Hotamisligil,2005).

A importancia em identificar com precisdo os fatores associados a
doencas crbnico-degenerativas, intensidade de exercicio e relacdo entre
ambos ndo esta resumida apenas aos trabalhos nos quais seres humanos séo
objetos de estudo. Uma ferramenta que tem se mostrado interessante para a
observacdo do organismo frente as variaveis acima citadas é a utilizacdo de
modelos experimentais com animais (Braga et al., 2004). Tendo um exemplo
classico onde Hotamisligil et al verificaram que o TNF-a (citocina pré

inflamatoria) era super expresso no tecido adiposo branco de camundongos
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obesos afetando a sensibilidade insulinica dos animais. Similaridade observada
em humanos obesos pouco tempo depois, tanto no tecido adiposo (TA) quanto
na musculatura esquelética (Hotamisligil et al., 1995; Kern et al.,, 1995.,

Dandona et al.,2004).

Em condi¢Bes fisioldgicas ideais, a insulina regula a homeostase
glicémica por estimular a translocacdo do transportador de glicose (GLUT4)
para a membrana plasmatica e na auséncia de insulina encontra-se associado
a membranas microssomais, geralmente o trans-Golgi, e sob estimulo
insulinico é translocado para uma membrana plasméatica, em particular, das
células de tecido adiposo e musculatura estriada esquelética, fazendo a
captacdo da glicose circulante regulando a glicemia (Machado; Schaan;
Seraphim 2006) por meio da difusdo facilitada em tecidos alvo periféricos
insulino sensiveis (musculatura e tecido adiposo) (Machado et al.,2006).
Oferecendo um controle metabdlico mediado por estimulos anorexigénicos
hipotalamicos, que favorecem a diminui¢do da ingestao alimentar e estimulam

0 gasto energético (Patterson; Levin, 2008)

Em individuos obesos, a atividade inflamatéria é maior (pois o tecido
adiposo produz e secreta citocinas inflamatérias como TNF —a e IL —6), oque
causa a diminuicdo da atividade tirosina cinase do receptor de insulina e IRS,
pois com a inflamacdo as fosforilagdes do receptor de insulina e de seus
substratos sao residuais, mecanismo pelo qual leva a uma menor ativacao de
proteinas intracelulares como PI3 — cinase, uma menor captacdo de glicose
(Léger et al.,, 2008) e a supressdo da liberacdo de lipidios armazenados no

tecido adiposo (Duarte et al., 2006).
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Para a reducdo do quadro patolégico induzido ou genético, de
resisténcia a insulina, a tomada de medidas cabiveis se faz necessaria, como o
balanco energético controlado e o inicio em um programa de exercicio fisico,
onde sua pratica causa adaptacbes metabdlicas e funcionais no organismo.
Sendo importante destacar que as exigéncias distintas do treinamento crénico
levam a adaptacfes organicas especificas (Barbanti, 1997). Dessa forma, o
tipo, a intensidade, a duracdo e a frequéncia do treinamento fisico sdo fatores

determinantes das adaptacdes organicas a serem almejadas.

Ao cogitar o exercicio fisico como possivel medida para a interrupcao do
arco-reflexo positivo, € preciso entender os mecanismos pelo qual ele age
como o aumento da densidade mitocondrial a fim de promover o aumento da
sensibilidade a insulina independente da reducao do peso e da mudanca na
composicdo corporal, como demonstrado pela literatura. O principal efeito do
exercicio parece ser o aumento da expressdo de elementos intracelulares da
via de sinalizacao da insulina, em particular dos transportadores de glicose na
musculatura esquelética (Luciano et al., 2002; O'Donovan et al., 2005; Teran-

Garcia et al., 2005).

Além da melhora da sensibilidade a insulina no masculo, h& evidéncias
de que a resisténcia a insulina no figado também pode ser reduzida
(caracterizada pela reducdo da producdo hepética de glicose), bem como o
aumento da captacdo de glicose pelos adipocitos apds o exercicio fisico
(Rodnick et al., 1987; Peres et al., 2005). O exercicio fisico € aceito como fator
capaz de melhorar a sensibilidade a insulina por meio de efeitos no muasculo,

no figado e no tecido adiposo como proposto pela literatura (Rodnick et al.,

1987; Goodyear & Kahn, 1998).
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O exercicio fisico requer grande ajuste fisiolégico para aumentar a
demanda de energia que é utilizada para a realizagdo do trabalho muscular,

causando aumento significativo no gasto energético (Junior, 2011).

Ao diminuir a taxa de adenosina trifosfato (ATP) intracelular através da
contracdo muscular uma proteina cinase ativada por 5-AMP (AMPK) — que
atua como um importante sensor do gasto energético - é ativada atuando no
processo de translocacdo do GLUT4 para a membrana plasmatica
potencializando a captacdo de glicose independente da via da sinalizacdo da
insulina (Hardie e Sakamoto, 2005; MacLean 2002). Atividades que exijam
maior dispéndio de energia conseguem ativar essa via metabdlica com mais
eficiéncia (Miyamoto, 2007). Nesse contexto um programa de exercicio que
seja capaz de potencializar a via da AMPK causando adaptacdes fisiologicas
relevantes que sejam eficientes em reduzir tecido adiposo, regular a
homeostasia glicidica, aumentar da capacidade oxidativa e que diminua a
sintese de marcadores inflamatérios pode ser considerado uma medida néo
farmacoldgica para o tratamento e/ou prevenc¢do das patologias causadas pela

obesidade.

Assumindo o supracitado, a escolha da modalidade da atividade fisica e
o tipo de treinamento a ser realizado sdo importantes, visto que cada estimulo
proporciona uma adaptacdo especifica, entre eles podemos citar 0s
comumente usados em modelos experimentais como: a corrida, a natacao, os
saltos verticais e o levantamento de pesos. Dentre as possibilidades ainda
devemos escolher a via energética que desejaremos trabalhar, seja ela de

predominancia glicolitica ou oxidativa.
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O salto vertical acompanhado de utilizacdo de anilhas de peso no dorso
do animal é uma boa alternativa de treinamento por seu baixo custo e
facilidade no manuseio, mesmo néo sendo o tipo de treinamento mais utilizado
em animais. O treinamento intermitente, neste caso, pode ser utilizado com o
objetivo de melhorar o desempenho aerdbio, visto que a grande problemética
para fisiologistas, treinadores fisicos e profissionais da area da saude, estd em
otimizar limiares anaerdbios em escalas cada vez maiores e em periodos
menores de tempo de trabalho. Fica também evidente a importancia de um
método de treinamento sistémico que melhore os resultados relacionados a
este indice, visto a necessidade rapida de resultados, mas procurando também
por atender a necessidade basica da preservacao individual e organica imposta
por estimulos e estresse, evitando assim o “overtraining” e a fadiga precoce

durante o treinamento.

Ja& o treinamento continuo em modelos de roedores e seres humanos
parece resultar em maior eficiéncia devido a sua possivel adaptabilidade de
transformacao de fibras tipo Ilb (glicolitica) em tipo | (oxidativo), com aumento
de expressdo de PGC-1a neste modelo de treinamento (Liang et al 2009)
Coerentemente, Mortensen et al 2006 informaram recentemente que a
superexpressao de PGC-1a em células primarias do musculo esquelético de
ratos levam ao aumento dos niveis de mMRNA para a cadeia oxidativa lenta de
miosina levando assim a diminuicdo dos niveis de mRNA para a via rapida

glicolitica.

Talianin et al 2007 utilizando-se do conceito de “time efficiency”
verificaram adaptacfes metabdlicas e fisiolégicas significantes quanto a

utilizag&o de protocolos de treinamento mais curtos e com maior intensidade de
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trabalho no que diz respeito a patologias, como a obesidade e a sindrome
metabdlica. Estas adaptac6es tendem a um tempo perduro mais curto apos a

interrupcdo do programa selecionado.

Apesar dos avancos significativos na compreensao do PGC-la e seus
fatores transcricionais correspondentes, importantes aspectos do controle de
contedo mitocondrial celular permanecem pouco claras. Estes incluem
processos pos transcricional na expressdo do gene mitocondrial de controle,
mecanismos de ativacdo-degradacdo mitocondrial e processos extra-
mitocondriais que ajudam a coordenar a comunicagdo entre mitocondrias e
nucleo (GoldenthalL e Marin-Garcia, 2004). Alguns mecanismos de controle
pdés transcricionais ja sdo conhecidos por afetar a expressdo de genes
mitocondriais e a discordancia global entre os niveis de proteina e mRNA
celular (Mootha et al., 2003A). Tendo a macro - autofagia emergindo como um
importante  mecanismo para eliminar mitocondrias danificadas (Youle e
Narendra, 2011). Sendo assim, identificar fatores adicionais sujeitos a
regulacdo pos transcricional elucidariam processos celulares que ajudariam a

compreender e sincronizar o programa mitocondrial relacionado a biogénese.
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OBJETIVO GERAL
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Avaliar o efeito do treinamento de saltos verticais com pesos e 0
destreinamento sobre expressdo de proteinas envolvidas na captacdo da

glicose na musculatura esquelética de ratos Wistar obesos induzidos por dieta.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS
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1)

2)

3)

4)

5)

Investigar as respostas lactacidémicas e de composicao corporal de dois
protocolos de treinamento anaerdbio e cronico de saltos verticais para
ratos Wistar induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica. (Artigo 1)

Avaliar a expressdo de genes envolvidos na captacdo de glicose
estimulada pela atividade contratil: Prkaa2 e Slc2a4 (que codifica a
proteina AMPK e GLUT4); (Artigo 2)

Avaliar a expressao génica de Mef2a (Artigo 2)

Avaliar a expressdo génica de Ppargcla (que codifica a proteina
PGCl1lalfa); (Artigo 2)

Verificar a extenséo dos possiveis ganhos com o treinamento pliométrico

e sua durabilidade no destreinamento sobre estes parametros acima

avaliados. (Artigo 2)
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MATERIAIS E METODOS
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Procedimento Experimental

Ratos Wistar pesando em torno de 250 gramas obtidos junto ao Biotério
central da Unesp Campus de Botucatu permaneceram em biotério para animais
da F.C.T Unesp campus de Presidente Prudente, em gaiolas coletivas de 3a 5
animais com temperatura média de 22+2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas,
iniciandoe as 7:00 h. Os animais controles (S, E, D e S5) foram alimentados
com racgdo padréo, ja os grupos obesos (O, OE, OD e O5) seguiram uma dieta
hiperlipidica (dieta de cafeteria), utilizada por Panveloski-Costa, 2011,
composta por: bacon, mortadela, salsicha, bolacha e refrigerante e racéo
padrdo, numa propor¢cdo de aproximadamente 2:2:2:1:1:1 respectivamente,
numa composicdo de 28% de carboidratos, 13% de proteinas e 59% de
lipideos a partir do segundo més de vida e agua de torneira foi fornecida ad
libitum. O peso corpéreo (PC) dos animais foi registrado semanalmente.
Conforme esquema abaixo, foram avaliados os ratos Wistar subdivididos nos

seguintes grupos, sendo 7 animais por grupo:

E — Exercicio / OE — Obeso Exercicio / S — Sedentéario / O — Obeso / D —
Destreinado de 5 meses / S5 — Sedentario de 5 meses / OD — Obeso

Destreinado de 5 meses / O5 — Obeso de 5 meses.

Treinamento Intermitente

O modelo de treinamento intermitente com pesos usado foi o proposto
por Tetsuro Tamaki et al. 1992, com algumas adaptacdes. O aparelho foi
projetado de maneira que o animal permanecesse imobilizado por um colete

adaptado sobre uma plataforma metalica.
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A estimulagdo elétrica foi realizada utilizando clipe metélico que
envolveu a extremidade da cauda do animal ligado a um eletro estimulador tipo
Dualpex 961, da Quarker, calibrado pelo INMETRO. Os parametros utilizados
foram: frequéncia 1 Hz, duragdo de 0,3s com intervalo de 2 s entre cada
estimulacédo elétrica e a intensidade ajustada de maneira que o animal execute
0 movimento, variando de 3 a 6 mA. Esses parametros foram adotados por
serem pulsos bidirecionais de média nula, ndo apresentando efeitos
eletroliticos, permitindo aplicacdes de longa duracdo sem risco de lesdo aos

tecidos.

Com esta estimulacdo o rato realizava o movimento de extensao
completa da pata (joelho e tornozelo) levantando uma carga que era
posicionada na parte posterior do colete. O protocolo de treinamento foi de trés
(3) séries de doze (12) repeticbes, trés (3) vezes por semana, durante oito (8)
semanas. Foram realizadas 3(trés) sessbes de adaptacdo ao treinamento na
primeira semana sem incremento de carga: 1, 2 e 3 séries de 2 repeti¢cdes do
primeiro ao terceiro dia respectivamente. Nas primeiras 2 semanas, 0s animais
realizaram o treinamento sem incremento de carga. Na terceira e quarta
semana, uma carga equivalente a 50% do peso corporal (PC) (Lima, 2008) foi
imposta. No periodo correspondente a quinta e sexta semana a carga foi
ajustada a 60 % do peso corp6reo do animal. Durante a sétima semana a
carga utilizada sera de 70% do peso corpéreo do animal seguindo assim até o

final do protocolo de treinamento.

A carga foi ajustada semanalmente de acordo com as variagbes da

massa corporal. O movimento de “squat jump” foi testado e validado como
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indutor de hipertrofia em animais semelhante a hipertrofia obtida em humanos

levantadores de peso (Tamaki, 1997).

Trata-se de um protocolo de treinamento intermitente utilizado em
estudos anteriores em nosso laboratério (Panveloski Costa, 2012). O
treinamento iniciou juntamente com a dieta hiper lipidica, quando os animais

atingiram a idade jovem adulta, aos 2 meses de idade.

Coleta de Material

Os animais dos grupos S, E, O, OE foram anestesiados 24 horas apés a
dltima sessd@o de treinamento via intra peritonial com anestésico Thiopental
Sodico (60mg/kg peso corporal) e apés perda dos reflexos corneanos e de
retirada da pata a dor. Foram retirados os musculos: séleo, gastrocnémio e
extensor longo dos dedos a fim de semi quantificar o RNAm de varios genes
como: Prkaa2, PpargclA, Mef2a e Slc2a4. Essas amostras foram congeladas
por imersdo em N — Hexana resfriada a — 70°C em nitrogénio liquido, pelo
método de congelamento de tecidos ndo fixados e posteriormente
armazenados em botijao de nitrogénio liquido para posterior analise. Os
animais dos grupos S5, D, O5 e OD foram submetidos ao mesmo

procedimento 1 més apds a ultima secao de treinamento.

Preparacdo das Amostras

Para a quantificacdo dos genes foi utilizada a técnica de RT-PCR

(reverse transcriptase-polimerase chain reaction).

Preparacdo das amostras para o RT-PCR (andlise semi quantitativa)
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As amostras de tecido muscular foram homogeneizadas em
homogeneizador modelo OMNI TH - USA (Lodan) com Brazol Reagent (LGC
bio) ap0s a extracdo dos tecidos e assim estocados em freezer - 70°C para
posterior continuag&o do isolamento do RNA total (proporcéo: 0,1 g de tecido /
1mL de Brazol). A obtengdo do RNA total das amostras foi realizada de acordo
com as indicagOes propostas pela empresa (Invitrogen, EUA). Para extracdo de
RNA total (proporcdo: 0,1 g de tecido / 1mL de Brazol). Apos a
homogeneizacdo os tubos foram agitados em agitador préprio tipo vortex
durante 2 minutos, posteriormente foi adicionado 250 uL de cloroférmio gelado,
agitado novamente em agitador tipo vortex e logo apés as amostras foram
centrifugadas & 10.000 rpm a 4°C durante 20 minutos, o sobrenadante (fase
aquosa) foi transferido para novos tubos contendo 500 uL de isopropanol ultra
puro gelado, os tubos foram agitados por inversdo durante 2 minutos e foram
centrifugados &4 10.000 rpm a 4°C durante 15 minutos; O sobrenadante foi
desprezado por aspiracao e o pellet lavado com 500 uL de etanol 70% sendo
homogeneizado por inversdo e logo apds centrifugado a 10.000rpm a 4°C

durante 10 minutos.

O sobrenadante foi removido e o precipitado seco em temperatura
ambiente durante 20 minutos. A cada tubo foi adicionado 50uL de agua DEPC
(Dietil Pirocarbonato) para solubilizagao do precipitado em banho maria a 65°C.
Posteriormente, foi feito a avaliacdo da concentracédo de RNA total utilizando-se
1 uL da amostra solubilizada de RNA adicionado a 79 puL de agua DEPC para
leitura em espectrofotometro (Gene Quant, Amersham Biosciences,GE
Healthcare) em 260 nm. Essa leitura permite o calculo da concentracdo de

acido nucléico da amostra. Uma unidade de densidade Optica (DO)
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corresponde a aproximadamente 40ug/mL de fita simples e a relagéo

D0260/D0280, permitiu estimar a pureza do acido nucléico da amostra.

Obtencao da cDNA a partir do RNA total:

Amostras de 2ug de RNA total extraido foram submetidas a reacao de
transcricdo reversa com primers randémicos para a sintese de uma fita de DNA
complementar ao mRNA (cDNA). Para isto, adicionou-se a cada amostra:
tampdo da enzima (50 mM de Tris-HCI pH 8,3, 75 mM de KCI, 3 mM de
MgClI2), DTT (10 mM), mistura de dNTPs (0,5mM cada), primers randémicos
(150ng), inibidor de RNase (40U) e a enzima M-MLV Reverse Transcriptase
(200U/ul; Invitrogen, EUA), em volume final de 20 uL. Inicialmente os RNAs
foram desnaturados a 65 °C por 5 minutos e a seguir incubados por 60 min a
42°C na presenca da enzima. Apos este periodo as reagfes foram incubadas a
70 °C por 15 min para desnaturagédo da enzima. Ao final da reagao, os produtos
foram diluidos com H20 estéril até o volume final de 50 pL. As incubagdes

foram realizadas por banhos monitorados com termémetro digital automatico.

PCR para amplificacdo dos fragmentos dos genes:

Resumidamente o protocolo de PCR a ser utilizado foi: aliquotas de 3 ml
do produto final de RT-PCR (cDNA), juntamente com 50 pmol dos primers
especificos para Prkaa2: Sense: 5 — TTGCCTTACCACCTCATAA TAG-3 e
Antisense: 5 — AACTGCTTGATTGCTATACA-3’, 40 ciclos, temperatura de
anelamento 58°C, Ppargcla: Sense: 5 — AAGACTATTGAGCGAACC TT-3’;
Antisense: 5 — TTGGAATTGACTGACTGACA-3’ (24 ciclos, temperatura de
anelamento 58°C, 203 pb); Slc2a4: Sense: 5 — CCCCTCCAGGGCAAAGGAT-

3’; Antisense: 5 — TCCTGGAGGGGAACAAGAA -3’ (24 ciclos, temperatura de
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anelamento 54°C; Mef2a: Sense: 5 — TAACACCAACCAGAACATCA-3’
Antisense: 5 — CACTCACAACGACATACA TA-3' e do GAPDH: Sense: 5 —
ACATCATCCCTGCATCCACT-3); Antisense: 5 —
GGGAGTTGCTGTTGAAGTCA-3’ (40 ciclos, temperatura de anelamento 60°C,
119 pb); foram submetidas a amplificacdo em 24 ul de um “mix” contendo 5,0 pl
de tampéao 10x Taq Polimerase (Prodimol), 0,5 pl de cada dNTP 10 mM, 1,5 pl
de MgCI2 50 mM, 0,125 pl da enzima Tagq DNA Polimerase [5U/ul] (Promega,
USA) e 15,875 ul de agua Mili-Q autoclavada. As reacdes de PCR foram
realizadas com um passo inicial de desnaturacdo do molde de cDNA a 95° C
por 2 minutos. Em seguida realizados ciclos de desnaturacdo a 95° C por 1
minutos, anelamento com temperaturas especificas para cada primer conforme
padronizacao de cada gene, e extensao de 72° C por 45 segundos. Por fim, o
material foi resfriado a 4° C para a realizacdo da eletroforese em gel de
agarose. As incubacdes foram realizadas em termociclador automéatico Techne
TC-312.

Os produtos amplificados foram posteriormente submetidos a
eletroforese em gel de agarose-EtBr e visualizados com iluminacdo UV. As
imagens foram adquiridas em equipamento de fotovideodocumentacao
(KODAK Molecular Imaging Software Version 4.0, 2-User e Eletronic UV
Transilluminator Ultra. Lum. Inc) e para analise densitométrica das bandas
obtidas foi utilizado software Scion Image (Scion Corporation, Frederick,

Maryland, USA), apropriado para este fim.

Questodes éticas
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Os procedimentos experimentais utilizados no presente estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UNESP —

Campus Presidente Prudente, protocolo no 02/2013
ANALISE ESTATISTICA

Apos a verificacdo da distribuicdo normal dos dados de composicéo
corporal e bioquimicos coletados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov utilizou-se
como forma de estatistica descritiva, medidas de tendéncia central (valores de
média) e de medidas de dispersdo (desvios padrédo). A analise de variancia
(ANOVA one way) foi utilizada para analisar a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre as médias e seguidas do pés-teste de
Tukey. Valores de probabilidade (p) inferiores a 5% foram considerados
significantes estatisticamente e todos os dados da presente pesquisa foram
processados e tratados no pacote estatistico SPSS for Windows, versdo 15.0

(SPSS Inc, Chicago, IL).
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ARTIGO I
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Resumo

Mudanc¢as no padré@o alimentar e aumento do sedentarismo na sociedade moderna se tornou
uma questéo de saude publica. Uma medida cabivel para atenuar o balanco energético positivo
seria a pratica de treinamento fisico, destacando-se o treinamento resistido como um método
utilizado para melhorar o desempenho anaerébico. O objetivo do presente estudo foi investigar
respostas lactacidémicas e composicdo corporal apds treinamento cronico em ratos Wistar
submetidos a dois modelos de treinamento intermitente de alta intensidade. Foram utilizados
guarenta e dois ratos Wistar pesando 250g mantidos em biotério em gaiolas plasticas coletivas,
temperatura e ciclo claro/escuro controlados, divididos em seis grupos (n=7 animais por grupo):
S=sedentario, El=Exercitadol, E2=Exercitado2, alimentados com racdo para roedores,
OS=Induzido a obesidade, OE1=Obeso exercitadol, OE2=0Obeso exercitado2, alimentados
com dieta hiperlipidica. Grupos E1, OEL1 treinados com protocolo proposto por Tamaki 1992 e
grupos E2 e OE2 treinados com protocolo proposto por Tamaki 1992 com modificacdes. Para
determinacéo da intensidade do estimulo foi utilizado um lactimetro Yellow Spring 1500. Anova
one way e teste t de student foram utilizados para analisar as diferencas estatisticas entre os
grupos. Valores de p inferiores a 5% foram considerados significativos. Incrementos de 9% no
grupo E1, 23% no grupo E2, 32% no grupo C, 36% no grupo OE1, 33% no grupo OE2 e 36%
no grupo OS foram observados no peso corporal dos ratos. Concentra¢ges de lactato de 4,71+
0,19; 6,47+0,57; 7,55+0,35; 5,5+0,77mmol foram observados ao longo das 8 semanas de
treinamento nos grupos E1 e E2. Nos grupos OE1 e OE2 os valores observados foram de
7,44+0,37; 7,9+0,57; 6,49+ 1,15; 5,44+0,49. Estimulos crbénicos periodizados com cargas
progressivas ou a 50% do peso corporal ajustadas semanalmente apresentaram declinio ao
longo de 8 semanas frente a area total ou parcial da cinética do lactato nos grupos exercitados,
podendo assim comprometer protocolos de treinamento anaerébio mais longos sugerindo
adaptacdes metabdlicas dos animais.

Palavras Chave: Lactato, Treinamento Intermitente, Saltos Verticais, Composi¢do Corporal
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Abstract

Changes in dietary patterns and increased sedentary lifestyle in modern society has
become a public health problem. For mitigating a positive energy balance one important point
would be the practice of physical training, resistance training, in particular, as a method to
improve anaerobic performance. The aim of this study was to investigate body composition and
blood lactate responses after chronic training in Wistar rats subjected to two models of
intermittent high-intensity training. Forty-two Wistar rats weighing 250g were used and kept in
collective plastic cages in a room with controlled temperature and dark/light cycle. The animals
were divided into six groups (n=7 rats per group): S = sedentary, E1 = exercised 1, E2 =
exercised 2, fed with chow; OS = obese-induced, OE1= obese exercised 1, OE2 = obese
exercised 2, fed with hiperlipidic diet. The training of jump squat was performed during 8 weeks.
E1 and OEL1 trained with jump squat protocol involving load of 50 % of body weight, and E2 and
SO2 trained with jump squat protocol with initial load of 50 %, and from the fourth week the
loads were increased for 60 % and 70 % of body weight. To determine the intensity of the
stimulus, lactate serum was analyzed using lactimeter Yellow Spring 1500. One way ANOVA
and the Student t test were used to analyze the statistical differences among groups. p < 0.05
was considered significant. Increases of 9 % in the E1 group , 23% in the E2 group, 32 % in
group C, 36 % in group SO1, SO2 group in 33 % and 36 % in the OS group were observed in
body weight. The values of serum lactate concentrations were: 4,85+0,76 e 4,58+0,66;
6,07+2,35 e 6,87+2,22; 7,80+2,27 e 7,31+0,51; 4,95+1,40 e 6,05+1,27 mmol for E1 and E2. The
values of serum lactate concentrations were 7,18+2,12 e 7,70+1,80; 7,50+2,23 e 8,30+2,0;
#5,67+0,55 e 7,30+0,60; 4,95+1,13 e 5,93+1,44 mmol for SO1 and SO2. # p < 0,05. Chronic
continuum stimuli with progressive loads or 50 % of body weight adjusted weekly have
provoked reduction in lactate concentration over the 8 weeks, and can thus compromising
longer anaerobic training, suggesting metabolic adaptations of animal to this kind of protocol.

Keywords: Lactate, Intermittent Training, Jump squat, Body Composition
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INTRODUCAO

Com as mudancas no padrdo alimentar e 0 aumento do sedentarismo na
sociedade moderna, a obesidade se tornou uma questdo de saude publica,
afetando aproximadamente 400 milh6es de adultos em todo o mundo, com
projecdo de alcance a 700 milhdes de obesos em 2015. (Damaso 2001;
Oliveira et al 2003; Obesity and Overweight 2012).

Uma das possiveis medidas cabiveis para atenuar o balangco energético
positivo seria 0 inicio em um programa de exercicio fisico, onde sua pratica
causaria diversas adaptacfes metabdlicas e funcionais ao organismo. Vale
destacar que as alteragGes, em longo prazo (treinamento cronico), levam a
adaptacdes especificas ao individuo (Rivera e Frontera 2012), seguindo esse
raciocinio, o tipo, a intensidade, a duracéo e a frequéncia do treinamento fisico,
tornam-se determinantes ao se trabalhar com populacdes especificas. (Davis et
al 2009; Keating et al 2012; Monteiro et al 2013)

Apesar de o treinamento resistido ser um método comumente utilizado
com o objetivo de melhorar o desempenho anaerdbico, recentemente,
pesquisadores tém buscado entender mais a fundo os mecanismos fisiolégicos
envolvidos por tras desta pratica (Braga et al 2004).

Nesse sentido, modelos experimentais com animais vém se mostrando
uma ferramenta interessante para analisar a adaptagéo do organismo frente as
variaveis impostas pelo treinamento resistido (Braga et al 2006).

Sabe-se que o treinamento fisico de alta intensidade realizado por curtos
periodos de tempo tem efeitos significativos sobre o sistema glicolitico
anaerdébio, de forma que o aumento da producéo de ATP é acompanhado pelo
aumento da producgéao de lactato muscular (Panvelosky-Costa et al 2011) e que
a formacao de lactato também esta relacionada a taxa de producdo energética
pelo glicogénio muscular (Shulman 2005; Gibala 2009; Panvelosky-Costa et al
2011) deduzindo assim que a utilizacdo das concentragbes sanguineas de
lactato € um bom marcador de intensidade de exercicio em humanos (Laursen
et al 2002) e em modelos animais (Araujo et al 2009; Araujo et al 2010), sendo
utilizado ultimamente para estimar a contribuicdo do metabolismo anaerébio
latico no fornecimento energético (Bertuzzi et al 2010).

Desse modo, 0 objetivo do presente estudo foi investigar as respostas

lactacidémicas e de composi¢cdo corporal frente ao treinamento crénico de
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ratos Wistar submetidos a dois modelos de treinamento intermitente tipo jump
squat.
MATERIAIS E METODOS

Quarenta e dois ratos da linhagem Wistar pesando em torno de 250
gramas obtidos junto ao Biotério central da Unesp, Campus de Botucatu
permaneceram em biotério para animais da FCT Unesp Campus de Presidente
Prudente com temperatura controlada, em gaiolas coletivas e ciclo claro/escuro
de 12 horas.

Conforme esquemas abaixo foram subdivididos randomicamente nos
seguintes grupos, sendo 7 animais por grupo:
E1l (Rato exercitado alimentado com racéo padréo). E2 (Rato  exercitado
alimentado com racéo padrao). OE1 (Rato induzido a obesidade exercitado 1).
OE2 (Rato induzido a obesidade exercitado 2). S — Rato sedentério alimentado
com racdo padrédo. OS — Rato induzido a obesidade e sedentério.

Os grupos obesos (OS, OE1 e OE2) receberam uma dieta hiperlipidica
(dieta de cafeteria), utilizada por Panveloski-Costa (2011), composta por:
bacon, mortadela, salsicha, bolacha, refrigerante e racdo padrdo, numa
proporcdo de aproximadamente 2:2:2:1:1:1 respectivamente, numa
composi¢cdo de 28% de carboidratos, 13% de proteinas e 59% de lipideos a
partir do segundo més de vida, caracterizando obesidade induzida. O peso
corpéreo (PC) dos animais foi registrado semanalmente.

Ja os grupos E1, E2 e S foram alimentados com racdo padrdo para
roedores. Todos 0s animais receberam agua ad libitum.
Comité de Etica

Os procedimentos experimentais utilizados no presente estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da UNESP —
Campus Presidente Prudente, protocolo n° 02/2013 e respeitaram os aspectos
éticos envolvendo animais seguindo as resolucdes especificas (Lei n® 6.638, de
8 de maio de 1979; e Decreto n° 24.645 de 10 de julho de 1934).
Composicao Corporal

O peso corpéreo do animal foi verificado em balanca analitica HOYLE
modelo KST-131 com precisdo de 1 grama e capacidade maxima de 5
quilogramas.

Treinamento Intermitente
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O treinamento intermitente foi composto de um periodo de 08 semanas,
onde o0 modelo de treinamento com pesos usado foi proposto por Tetsuro
Tamaki (1992) para os grupos E1 e OE1, ja para 0s grupos E2 e OE2
realizaram o treinamento proposto por Tamaki (1992) nas 4 semanas iniciais e
as semanas subsequentes realizaram o treinamento com algumas adaptacoes
propostas pelos autores. O aparelho foi projetado de maneira que o animal
permanecesse imobilizado por um colete adaptado sobre uma plataforma
metélica.

A estimulacdo elétrica foi realizada utilizando clipe metalico que
envolveu a extremidade distal da cauda do animal ligado a um
eletroestimulador tipo Dualpex 961, da Quarker, calibrado pelo INMETRO. Os
parametros utilizados foram: frequéncia 1 Hertz (Hz), duracdo de 0,3s com
intervalo de 2s entre cada estimulacdo elétrica e, a intensidade ajustada de
maneira que o animal execute o movimento, variando de 3 a 6 mA. Esses
parametros foram adotados por serem pulsos bidirecionais de média nula, ndo
apresentando efeitos eletroliticos, permitindo aplicacdes de longa duracdo sem
risco de lesao dos tecidos.

Com esta estimulagdo o rato realizou o movimento de extensao
completa da pata (joelho e tornozelo) levantando uma carga posicionada na
parte posterior do colete. O protocolo de treinamento foi de 3 séries de 12
repeticdes, 3 vezes por semana, durante 8 semanas. Foram realizadas 3 (trés)
sessOes de familiarizacdo ao treinamento anteriormente a primeira semana de
treino, sem incremento de carga: 3 séries de 2 repeticbes do primeiro ao
terceiro dia respectivamente.

Os grupos treinados realizam nas primeiras 2 semanas um treinamento
sem incremento de carga. Na terceira e quarta semana, uma carga equivalente
a 50% do peso corporal (PC). Neste periodo os estimulos divergiram. Os
grupos E1 e OEL1 tiveram as anilhas de peso calculados referentes a 50% de
seu peso corporal até o fim do protocolo de treinamento. Os grupos E2 e OE2
tiveram as anilhas de peso calculados nas semanas 5 e 6 referentes a 60% de
seu peso corporal e nas semanas 7 e 8 calculados referente a 70% de seu
peso corporal. Todos os valores foram readequados semanalmente de acordo
com a variagdo do peso corpéreo de cada animal. O movimento de “squat

jump” foi testado e validado como indutor de hipertrofia em animais,
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semelhante a hipertrofia obtida em humanos levantadores de peso (Tamaki et
al 1997).
Coleta de Sangue e Analise da Cinética de Lactato

Quatro avaliacGes foram realizadas ao longo do estudo. Todas elas ao
término de cada ciclo de 2 semanas (Primeira avaliacdo: segunda semana.
Segunda avaliagdo: quarta semana. Terceira avaliacdo: sexta semana. 4
Quarta avaliagdo: oitava semana).

Para fins de avaliacdo foram coletados 25 pl de sangue arterial em
capilares heparinizados, da regido distal da cauda do animal e armazenados
em tubos de polietileno tipo eppendorf contendo 50 pl de fluoreto de sédio a
1%. O sangue foi coletado apés 12, 22, 32 séries e apos 3, 5 e 7 minutos da
execucdo do exercicio. As analises de lactacidemia foram realizadas em
lactimetro (YSI, Yellow Springs - 1500) por meio de reacdes eletroquimicas, e
os resultados plotados em tabelas do software Excel para Windows para
posterior verificacdo estatistica.

Tratamento Estatistico

Apoés a verificacdo da distribuicdo normal dos dados pela equacédo de
Kolmogorov-Smirnov, como forma de estatistica descritiva dos dados de
composi¢do corporal e bioquimicos coletados, foram utilizados valores de
medidas de tendéncia central (valores de média) e de medidas de dispersao
(desvios padrao). A cinética da curva de lactato foi calculada tomando por base
a area sob a curva. A anélise de variancia (ANOVA one way) foi utilizada para
analisar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre as
médias e seguidas do pos-teste de Tukey. Para a comparacdo entre valores
médios, foi empregado o teste “t” de Student para amostras independentes.
Valores de probabilidade (p) inferiores a 5% foram considerados significantes
estatisticamente e todos os dados da presente pesquisa foram processados e
tratados no pacote estatistico SPSS for Windows, versdo 15.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL).

RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados os dados da evolugdo de peso corpéreo em 4
momentos distintos: peso nas 2, 4, 6 e 8 semanas, dos grupos Exercitados

Sedentarios, Obesos Exercitados e Obesos. Pode-se observar que o peso do
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grupo E1 na 2 semana apresentou-se 8% e 9% inferior frente a 6 semana e 8
semana do grupo S. Ao analisar a 2 semana do grupo E2 pode-se observar
uma inferioridade de 18% e 23% frente as semanas 6 e 8 semanas, 22%, 32%
e 41% frente a 4, 6 e 8 semanas do grupo S. A 2 semana do grupo S foi 14%,
23% e 31% inferior em relacéo a 4, 6 e 8 semanas e a 4 semana 15% inferior a
8 semana. Ao analisar o grupo OE1l, o mesmo apresentou-se inferior na
segunda semana 11% e 21% em relagéo a 6 e 8 semana do grupo OE2 e 22%
guando comparado a 8 semana do grupo O. A 2 semana do grupo OE2
apresentou-se 23% e 32% inferior a 6 semana e 8 semana do grupo OE2, 23%
em relacdo a 8 semana do grupo O, ja a 2 semana do grupo O foi 29% e 37%
em relacdo as semanas subsequentes 6 e 8, bem como a 4 semana foi 21%

inferior a 8 semana.

Grupo 2 Sem 4 Sem 6 Sem 8 Sem Tecido Adiposo

El Md 354,0* 359,43 383,14 386,86 2,51
d.p 31,84 35,82 38,20 37,52 0,59

E2 Md  311,43& 328,78 366,140 382,43 3,76
d.p 24,25 21,94 23,74 25,99 1,54

S Md 333,00 381,0 409,29 438,71 5,35
d.p 36,65 15,86 16,93 19,73 1,4

OE1 Md  350,0T 368,43 424,86 477,86 5,83
d.p 40,39 37,46 32,82 23,31 1,24

OE2 Md 346,01 388,57 425,29 458,29 11,06
d.p 27,21 19,68 24,78 24,36 4,1

0] Md 314,14k 353,57 404,71 427,86 9,14
d.p 49,03 46,84 36,96 33,61 3,57

Tabelal: Evolugdo do peso corpdreo dos animais em oito semanas de intervencdo. Valores
expressos em gramas. E1: Exercitado por protocolo proposto por Tamaki (1992). E2:
Exercitado por protocolo proposto pelos autores. S: sedentario. Todos alimentados com racéo
padrdo para roedores. OE1: Obeso exercitado por protocolo proposto por Tamaki (1992). OE2:
Obeso exercitado por protocolo proposto pelos autores. OS: obeso sedentario. Grupos OEL1,
OE2 e OS alimentados com dieta hiperlipidica. * p < 0,05 vs 6 e 8 semana S. ¢ p< 0,05 vs 4, 6,
e 8 semana S. T p< 0,05 vs 6 e 8 semana OE2, 8 semana O. { p< 0,05 vs 6 e 8 semana OE2,
8 semana O. 5 p< 0,05 vs 6 e 8 semana O. A p< 0,05 vs 8 semana O.

Na Figura 1 estdo expressas as curvas de lactato sanguineo de ratos
submetidos a um protocolo de saltos verticais em diferentes intensidades. Na
primeira avaliacdo o limiar anaerébio do grupo E1 foi de 4,85+0,52, no grupo
E2 de 4,58+ 0,66. Na segunda avaliacdo o grupo E1 foi de 6,07+ 2,32, no
grupo E2 6,87+ 2,22. Na avaliacdo de numero trés o grupo E1 foi de 7,80+
1,54, no grupo E2 de 7,31 = 0,51. Na quarta avaliacdo a concentracdo de
lactato sanguineo do grupo E1 foi de 4,95+1,58, no grupo E2 de 6,05+1,21.
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Figura 1: Cinética do lactato sanguineo de ratos Wistar exercitados ao longo de 8 semanas de
treinamento de saltos verticais. Valores expressos em mmol/L com média. Rep: repouso, 1S:
Primeira serie, 2S: Segunda serie, 3S: Terceira serie, 3M: trés minutos pés exercicio, 5M: cinco
minutos pos exercicio, 7M: sete minutos pés exercicio. p < 0,05. E1: Exercitado por protocolo
proposto por Tamaki 1992. E2: Exercitado por protocolo proposto pelos autores. Grupos
alimentados por ra¢géo padréo para roedores.

Na Figura 2 estdo expressas as curvas de lactato sanguineo de ratos
submetidos a um protocolo de saltos verticais em diferentes intensidades. Na
primeira avaliacdo o limiar anaerobio do grupo E1 foi de 7,18+2,12 no grupo E2
de 7,70+1,81. Na segunda avaliagcdo o grupo E1 foi de 7,5+2,11 no grupo E2
8,31+2,23. Na avaliacdo de numero trés podemos notar que a concentracao de
lactato no limiar anaerdbio se diferenciou entre 0os grupos, onde a concentracao
do grupo E1 foi de 5,67+0,55 no grupo E2 de 7,30 = 0,61. Na quarta avaliagéo
0 a concentracdo de lactato sanguineo do grupo E1 foi de 4,95+1,13 no grupo
E2 de 5,93+0,93.
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Figura 2: Cinética do lactato sanguineo de ratos Wistar induzidos a obesidade e exercitados
ao longo de 8 semanas de treinamento de saltos verticais. Valores expressos em mmol/L com
média. Rep: repouso, 1S: Primeira serie, 2S: Segunda serie, 3S: Terceira serie, 3M: trés
minutos pos exercicio, 5M: cinco minutos pés exercicio, 7M: sete minutos pds exercicio. * p <
0,05. OE1: Obeso exercitado por protocolo proposto por Tamaki 1992. OE2: Obeso exercitado
por protocolo proposto pelos autores. Grupos alimentados por dieta hiperlipidica.

Na figura 3 estdo expressos a area total da cinética da curva de lactato
ao longo de 8 semanas de treinamento de saltos verticais com o acréscimo de
peso em animais alimentados com racdo padrdao submetidos a diferentes
protocolos de treinamento. Em 3A: O valor total da area do grupo E1 foi de
28,17+4,85, 46,31+ 8,55, 44,92+12,92, 34,84+10,17 ao longo das 4 avaliactes,
sendo que a segunda e terceira avaliacdo foram 39% e 36% maiores que a
primeira avaliacdo. Em 3B: O valor total da area do grupo E2 foi de 32,41+4,5;
43,58+7,17; 48,04+28; 40,27+23 nao sendo possivel observar diferenca
estatistica em momento algum ao longo da periodizacao.
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Figura 3: Area total sob a cinética de lactato dos grupos E1 e E2. Em A: Area total sob a
cinética de lactato do grupo E1. Valores expressos em unidade arbitraria com media e desvio
padrdo. (n= 7 por avaliagdo)* p< 0,05 vs 2 avaliacdo e 3 avaliacdo. Em B: Area total sob a
cinética de lactato do grupo E2. Valores expressos em unidade arbitraria com media e desvio
padrdo. (n=7 por avaliacdo)* p< 0,05.

Na figura 4 estdo expressos a area total da cinética da curva de lactato
ao longo de 8 semanas de treinamento de saltos verticais com o acréscimo de
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peso em animais alimentados com dieta hipercalorica submetidos a diferentes
protocolos de treinamento. Em 4A: O valor total da area do grupo OEL1 foi de
28,38%4,66; 40,84+9,17; 33,49+8,24; 28,85+5,06 ao longo das 4 avaliagbes,
sendo possivel observar que a segunda avaliacdo foi 30% maior frente a
primeira e quarta avaliacdo. Em 4B: O valor total da area do grupo OE2 foi de
41,26+4,33; 55,41+9,0; 45,29+5,27; 41,0+4,2. Os valores obtidos na segunda
avaliacdo foram 25%, 18% e 25% inferiores quando comparados com a
primeira, terceira e quarta avaliacao.
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Figura 4: Area total sob a cinética de lactato do grupo OE1 e OE2. Em A: Area total sob a
cinética de lactato do grupo OEL. Valores expressos em unidade arbitraria com media e desvio
padrdo. (n= 7 por avaliagdo)* p< 0,05 vs 1 avaliacdo e 4 avaliacdo. Em B: Area total sob a
cinética de lactato do grupo OE2. Valores expressos em unidade arbitraria com media e desvio
padrdo. (n= 7 por avaliacdo)* p< 0,05 vs 1 avaliacéo, 3 avaliacdo e 4 avaliagao.

Na figura 5 estdo expostos os valores referentes a area parcial da
cinética de lactato que compreende o limiar anaerobio ao longo de 8 semanas
de treinamento de saltos verticais com o acréscimo de peso em animais
alimentados com racdo padrdo submetidos a diferentes protocolos de
treinamento. Em 5A: O valor parcial da area do grupo E1 foi de 7,64+1,25;
12,46+3,17; 13,81+4,76; 10,89+2,12 ao longo das 4 avaliagbes, sendo que a
segunda e terceira avaliacdao foram 46% e 41% maiores que a primeira
avaliacdo. Em 5B: O valor parcial da area do grupo E2 foi de 8,37+0,89;
11,73£1,85; 14,20+£3,95; 11,05+2,4 sendo possivel observar um incremento de
42% da primeira avaliagdo quando comparado a 3 avaliacao.
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Figura 5: Area sob a curva do comportamento do limiar anaerdbio dos grupos E1 e E2. Em A:
Area sob a curva da cinética de lactato do grupo E1. Valores expressos em unidade arbitraria
com media e desvio padrdo. (n= 7 por avaliacdo)* p< 0,05 vs 2 avaliagdo e 3 avaliacdo. Em B:
Area parcial sob a cinética de lactato do grupo E2. Valores expressos em unidade arbitraria
com media e desvio padrdo. (n= 7 por avaliacdo)* p< 0,05 vs 3 avaliacao.

Na figura 6 estdo expostos os valores referentes a area parcial da
cinética da curva de lactato ao longo de 8 semanas de treinamento de saltos
verticais com o0 acréscimo de peso em animais alimentados com dieta
hipercalérica submetidos a diferentes protocolos de treinamento. Em 6A: O
valor total da area do grupo OE1 foi de 8,61+1,73; 12,31+2,25; 9,60+0,55;
9,43+1,61 ao longo das 4 avaliacdes, sendo possivel observar que a segunda
avaliacao foi 33%, 20% e 21% maior frente a primeira, terceira e quarta
avaliacdo. Em 6B: O valor total da area do grupo OE2 foi de 11,22+2,23;
13,19+2,59; 11,86+1,01; 10,57+2,01. Nao foi possivel observar diferenca entre
os dados.
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Figura 6: Area sob a curva do comportamento do limiar anaerdbio dos grupos OE1 e OE2. Em
A: Area parcial sob a cinética de lactato do grupo OE1. Valores expressos em unidade
arbitraria com media e desvio padrdo. (n= 7 por avaliagdo)* p< 0,05 vs 1 avaliagdo, 3 avaliacdo
e 4 avaliacdo. Em B: Area parcial sob a cinética de lactato do grupo OE2. Valores expressos
em unidade arbitraria com media e desvio padrdo. (n= 7 por avaliagdo)* p< 0,05.
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DISCUSSAO

Sendo o exercicio fisico uma ferramenta de baixo custo contra o balaco
energético positivo, alteracdes metabdlicas e diversas patologias, uma questao
se torna relevante: a escolha e a intensidade do treinamento a ser praticado ao
individuo, ja& que o mesmo é requerente de grande ajuste fisioldgico para
aumentar a demanda de energia que é utilizada para a realizacdo do trabalho
muscular, causando aumento significativo no gasto energético (Junior et al
2011).

Na fase inicial do exercicio de alta intensidade ocorre a diminuicdo da
taxa de adenosina trifosfato (ATP) intracelular e um subproduto do
metabolismo energético aumenta de forma exponencialmente, o acido latico.
(Miyamoto et al 2007; Wells et al 2009).

Estudos cronicos sugerem uma adaptacdo deste sistema energético,
guando o estresse mecanico proposto nao se faz crescente (Gibala 2009). Este
fato pode ser observado durante a sessdo de treinamento intermitente de alta
intensidade no presente estudo, onde a resposta lactacidémica apresentou
regressdo ao longo do tempo, com concentra¢des de lactato pico no 5° minuto
de recuperagcao (Fig. 1 e 2) nos ratos alimentados com racdo padrdo ou

induzidos a obesidade por dieta hipercaldrica.

Reducdo dos valores lactacidémicos em resposta a esse modelo de
treinamento pode ter sido promovida por aumento, principalmente, dos
estoques de fosfocreatina (PCr). No entanto, considerando-se que esforgos de
alta intensidade realizados em um curto periodo de tempo estimulam a
biogénese mitocondrial por aumentos na expressao de PGC1-a (coativador 1-
alfa de receptor gama ativado por proliferador de peroxissomo), um fator
transcricional envolvido na regulacdo de gene do metabolismo energético
celular, como proposto por Gibala (2009), a menor resposta lactacidémica
nesse modelo pode também ser resultante da melhora da capacidade

oxidativa.

Ao analisarmos a area da curva total do lactato ao decorrer do periodo
de treinamento, podemos observar mais claramente a adaptacdo do organismo

ao treinamento (Fig. 3a, 4a), ao passo que quando observamos o
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comportamento do subproduto do metabolismo nas figuras 3b e 4b esta
adaptacdo se aparenta mais acentuada. Este fato esta de acordo com os
achados de Rezaimanesh (2011) que observou um ganho de forca em
individuos que receberam treinamento de saltos verticais tipo squat jump com
acréscimo de peso.

Apbs a primeira avaliacdo, podemos observar que no periodo em que 0s
animais receberam o estimulo ndo houve diferenca na cinética do lactato em
relacdo as diferentes cargas impostas (Fig 5a e 5b), mesmo permanecendo
bem préoximo aos valores minimos para serem considerados estimulos
anaerobios em roedores (Manchado et al 2006).

Em relacdo a populacdo induzida a obesidade fica evidente a diferencga
do metabdlito em questdo quando avaliamos apenas parcialmente o
comportamento da cinética do lactato, onde podemos observar o periodo de
maior acumulo ocorreu na segunda avaliacdo no grupo OE1 (Fig 6.a), porém o
mesmo nao pode ser afirmado para o grupo OE2 (Fig 6.b). Valores inferiores a
06 mmol foram encontrados nas terceira e quarta avaliacbes para ambos 0s
grupos, sugerindo assim que 0S mesmos nhao estariam em acidose de
treinamento e sim somente apdés, no periodo de descanso (Araujo et al 2009).
CONCLUSAO

O treinamento de saltos em ratos Wistar parece ser uma forma eficaz de
induzir a acidose em animais com ou sem obesidade. Porém estimulos
cronicos periodizados com cargas progressivas ou equivalentes a 50% do peso
corporal, ajustadas semanalmente, apresentaram declinio ao longo de 08
semanas, resultados observados na analise de area total ou apenas do limiar
anaerobio da cinética do lactato nos grupos exercitados no presente estudo,
podendo assim comprometer protocolos mais longos devido a adaptagcOes
metabolicas. Sugerindo que ao se utilizar de protocolo de saltos em ratos
Wistar, é importante que seja aplicado um incremento minimo de carga de 10%

a cada ciclo.
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A acdo do treinamento de saltos verticais e do destreinamento em vias

genicas do metabolismo energético.
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Resumo

Mudangas no padrédo alimentar da populacdo mundial tem causado o aumento de doencgas
cronico degenerativas dentre elas, o diabetes tipo 2. Para evitar a proliferacdo desta epidemia
mundial uma das possiveis medidas cabiveis € o inicio em um programa de atividade fisica. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do treinamento de saltos verticais com pesos e o
destreinamento sobre a expressdo de genes do metabolismo energético em musculo
esquelético de ratos Wistar. Cinquenta e seis ratos Wistar pesando em torno de 250 gramas
foram divididos em 8 grupos (n=7), sendo mantidos em gaiolas coletivas com ciclo claro escuro
de 12 horas e temperatura controlada. S - Ratos sedentarios alimentados com rac¢éo padrdo. O
- Ratos induzidos & obesidade por dieta e sedentarios. E - Ratos exercitados alimentados com
ragcdo padrdo. D - Ratos exercitados e destreinados alimentados com ragéo padréo. OE - Ratos
induzidos a obesidade por dieta e exercitados. S5 - Ratos sedentarios de cinco meses de
idade, alimentados com ragdo padrdo. OD - Ratos induzidos a obesidade, exercitados e
destreinados. O5 - Ratos de cinco meses de idade induzidos a obesidade e sedentarios. Os
grupos E, D OE e OD foram treinados com protocolo proposto por Tamaki 1992 com alteragdes
na sobrecarga proposta pelos autores. Para a quantificacdo dos genes a técnica utilizada foi
RT-PCR. Ap0s a verificagdo de normalidade dos dados por teste Kolmogorov-Smirnov os
dados foram expostos por media e desvio padrdo. Anova one-way com pos-teste de Tukey
foram utilizados para determinar a existéncia de diferencas intragrupos. Valores de p inferiores
a 5% foram considerados significativos. Apos o periodo de 8 semanas de treinamento todos 0s
grupos apresentaram aumento de peso corpéreo comparado ao peso inicial de cada grupo.
Com o destreinamento, todos os grupos também apresentaram aumento de peso, porém 0s
grupos O/O5 foram o que mais ganharam massa corporea. O grupo E/D se diferenciou do
grupo S/S5 a partir da 8 semana. Porém o peso absoluto dos grupos OE/OD néo se diferenciou
do grupo O/O5. O gene prkaa2 apresentou-se maior 48% no grupo E comparado ao grupo S5
e o0 grupo D 38% e 56% frente aos grupos S e S5. OD apresentou diferenca de 49% e 36%
guando comparado aos grupos O e O5. O gene mef2a apresentou-se aumentado no grupo OD
em 48% e 60% quando comparado aos grupos O e 0O5. No gene Slc2a4 o grupo D foi 43% e
46% aos grupos S e S5. OD, 52% maior frente ao grupo O. No gene ppargcla o grupo OD
apresentou queda de 58% e 48% quando comparado aos grupos OE e O5. O treinamento com
pesos foi capaz de modular positivamente a expressao genica do metabolismo energético em

musculo esquelético de ratos Wistar, independente da dieta ofertada.

Palavra chave: Expresséo genica, Slc2a4, ppargcla, Prkaa2, mef2a, Obesidade, Ratos Wistar
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Abstract

Changes in the feeding pattern of the worlds population has caused the increase of chronic
degenerative diseases including diabetes type 2. To avoid the proliferation of this worldwide
epidemic one of the possible measures is the entrance in a program of physical activity. The
objective of the present study was to evaluate the effect of the training of vertical jumps with
weights and the detrainment about the of genic expression of energy metabolism in skeletal
muscle of Wistar rats. Fifty-six male Wistar weighing around 250 grams were divided into 8
groups (n7), being held in collective cages with 12:0 light cycle and temperature controlled. S —
Mice sedentary fed standard food. O-induced obesity Rats by diet and sedentary. E - Rats
exercised fed standard food. D -Rats exercised and fed on standard ration untrained. OE - Rats
induced obesity by diet and exercised. S5 - sedentary Mice of five months old, fed with standard
ration. OD - Rats induced obesity, exercised and untrained. O5 - Rats five-month-old induced
obesity and sedentary. The groups E, D and OD OE were trained with protocol proposed by
Tamaki 1992 with amendments on overload proposed by authors. For the quantification of
genes the technique used was RT-PCR. After verification of data normality by Kolmogorov-
Smirnov for test, the data was exposed by media and standard deviation. One-way Anova with
Tukey post-test were used to determine the existence of intra-group differences. P values less
than 5 were considered significant. After the period of 8 weeks of training all groups showed
increases in body weight compared to the initial weight of each group. With the destreinamento,
all groups also showed increased weight, but the groups were the most OO5 won corporea
mass. The E/D Group if the Group has differentiated S/S5 from week 8. However the absolute
weight of OE/OD groups not differentiated O/O5 group. Gene prkaa2 presented greater 48% in
Group E compared to the Group S5 and the Group D 38% and 56% against the groups S and
S5. OD presented difference of 49% and 36% when compared to the groups and O5. Mef2a
gene was increased in Group D in 48% and 60% when compared to the groups and O5. Slc2a4
gene Group D was 43% and 46% groups S and S5. OD, 52% greater against the group O. In
the gene ppargcla the OD group presented fall of 58% and 48% when compared to OE groups
and O5. The weight training was able to modulate the genic expression positively energy

metabolism in skeletal muscle of Wistar rats, independent of diet offered.

Keywords: Gene Expression, Slc2a4, ppargcla, Prkaa2, mef2a, obesity,

Wistar rats
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INTRODUCAO

Mudancas comportamentais e no padrdo alimentar populacional séo
fatores precursores de doencas cronico-degenerativas, dentre as quais
podemos citar, a obesidade, o diabetes tipo 2 e a resisténcia a insulina (19,
4,21) impedindo a homeostase glicémica, ndo estimulando a translocacdo do
transportador de glicose (GLUT4) para a membrana plasmatica (16).
Evidenciando assim o importante papel da insulina no controle metabdlico
mediado por estimulos anorexigénicos hipotalamicos, favorecendo a
diminuicdo da ingestédo alimentar e estimulando o gasto energético (26).

Em individuos obesos, € possivel notar um maior quadro inflamatério,
ocorrendo assim uma diminuigdo da atividade tirosina cinase do receptor de
insulina e receptor de substrato insulinico (IRS) devido ao reduzido grau de
fosforilacdo destas proteinas, o que gera menor ativacdo de proteinas
intracelulares como PI3 — cinase e, consequentemente, uma menor captacao
de glicose (14) e a supressao da liberacdo de lipidios armazenados no tecido
adiposo (5).

Uma medida cabivel para a interrupcdo deste arco-reflexo positivo € o
balanco energético controlado e o inicio de um programa de exercicio fisico,
pois sua pratica causa adaptacdes metabdlicas e funcionais ao organismo.
Considerando que todo e qualquer tipo de estresse ao qual o organismo seja
submetido causa adaptacéo, varias proteinas intracelulares podem apresentar
papel importante neste sentido e ter sua sintese aumentada, como o PGClalfa
(Coativador 1- Alfa do Receptor Ativado por Proliferador de Peroxissoma
decodificado pelo gene Ppargcla), responsavel pelo aumento do volume
mitocondrial, a proteina transportadora de glicose sensivel a acdo da insulina e
atividade contratil, o GLUT4 (decodificado pelo gene Slc2a4), a proteina cinase
ativada por AMP (AMPK, decodificada pelo gene Prkaa2), e fator potenciador
de midcito tipo 2a (MEF2a), que esta envolvido na propria sintese de GLUTA4.

Em condicGes fisiologicas ideais, estes genes sdo determinantes na
captacdo de glicose e producédo energética. (15, 7, 8), possibilitando a reducéo
dos danos causados por mudancas comportamentais, porém, outra variavel
vem a tona: o tempo total que as possiveis melhoras permanecem no

organismo estimulado pelo exercicio, apds sua cessacao.
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Sendo assim o objetivo do estudo foi avaliar o efeito do treinamento de
saltos verticais com pesos e destreinamento sobre a expressao de genes de
metabolismo energético em musculo esquelético de ratos Wistar.

MATERIAIS E METODOS

Cinquenta e seis ratos da linhagem Wistar pesando em torno de 250

obtidos juntamente ao Biotério central da Unesp, Campus de Botucatu
permaneceram no Biotério Il da FCT Unesp, Campus de Presidente Prudente,
em gaiolas coletivas, sob temperatura média de 22+2°C e ciclo claro/escuro de
12 horas. Foram subdivididos randomicamente nos seguintes grupos, sendo
sete animais por grupo:
S — Sedentéario (idade no sacrificio: 4 meses). O - Induzidos a obesidade e
sedentarios (idade no sacrificio: 4 meses). E — Exercitado (idade no sacrificio: 4
meses). OE - Induzidos a obesidade e exercitados por 8 semanas (idade no
sacrificio: 4 meses). D - Exercitados por 8 semanas e destreinados por 4
semanas (idade no sacrificio: 5 meses). S5 — Sedentario (idade no sacrificio: 5
meses). OD - Induzidos a obesidade, exercitados por 8 semanas e
destreinados por 4 semanas (idade no sacrificio: 5 meses). O5 - Induzidos a
obesidade e sedentarios (idade no sacrificio: 5 meses).

Os grupos obesos (OE, O, OD e O5) receberam uma dieta hiperlipidica
(dieta de cafeteria), utilizada por Panveloski-Costa, 2011, composta por: bacon,
mortadela, salsicha, bolacha, refrigerante a base de cola e racdo padrdo, na
proporcao de 2:2:2:1:1:1 respectivamente, sendo de 28% de carboidratos, 13%
de proteinas e 59% de lipideos a partir do segundo més de vida. O peso
corporeo (PC) dos animais foi registrado semanalmente.

Os demais grupos (E, S, D, e S5) foram alimentados com ragéao padréo
para roedores. Todos 0s animais receberam agua ad libitum. Os procedimentos
experimentais do presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UNESP — Campus Presidente Prudente, processo
n° 02/2013 e respeitaram 0s aspectos éticos envolvendo animais seguindo as
resolucdes especificas.

Composicao Corporal
O peso corpéreo do animal foi verificado em balanca analitica HOYLE

modelo KST-131 com precisédo de 1 grama e carga maxima de 5 quilogramas.
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Treinamento Intermitente

Com 2 més de vida os animais foram submetidos a um programa de
treinamento intermitente composto por um periodo de 8 semanas para 0s
grupos E, D, OE e OD. Realizaram o treinamento proposto por Tamaki et al.
(1992) nas 4 semanas iniciais e nas semanas subsequentes realizaram o
treinamento com algumas adaptacdes propostas pelos autores. O aparelho de
saltos foi projetado de maneira que o animal permanecesse imobilizado por um

colete adaptado sobre uma plataforma metalica.

A estimulacdo elétrica foi realizada por um eletroestimulador tipo
Dualpex 961, da Quarker, calibrado pelo INMETRO. Parametros: frequéncia:
1Hz, duracédo: 0,3s, intervalo: 2s e intensidade: de 3 a 6 mA. Parametros
adotados por serem pulsos bidirecionais de média nula, ndo apresentando
efeitos eletroliticos.

O protocolo de treinamento foi composto por 3 séries de 12 repeticdes, 3
vezes por semana, durante 8 semanas. Foram realizadas trés sessfes de
familiarizacao ao treinamento, anteriormente a primeira semana de treino, sem
incremento de carga: 3 séries de 2 repeticdes.

Os grupos treinados realizam, nas primeiras 2 semanas, um
treinamento sem incremento de carga. Na terceira e quarta semana, uma carga
equivalente a 50% do peso corporal (PC). Na 5 e 6 semana, anilhas referentes
a 60% do peso do animal foram afixadas ao aparelho e na 7 e 8 semanas,
anilhas referentes a 70% foram afixadas. Todos os valores foram ajustados
semanalmente. O movimento de “squat jump” foi testado e validado como
indutor de hipertrofia em animais, semelhante a hipertrofia obtida em humanos
levantadores de peso (36).

Destreinamento

Apdés a oitava semana de treinamento os grupos E, S, OE, OS foram
sacrificados e os demais grupos: S5, D, OS5 e OD foram submetidos ao
destreinamento que consistiu na cessacao total de qualquer estimulo externo

referente ao treinamento por 4 semanas.

Quantificacdo do RNAmM do gene do GAPDH, SLC2A4, MEF2a, PPARGC1a
e PRKAA2
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As amostras de tecido musculares foram homogeneizadas em
homogeneizador modelo OMNI TH — USA (Life technologies~ - GIBCO BRL,
Gaithersburg, USA) com Brazol Reagent® (Invitrogen) conforme especificacéo
do fabricante. 2,0 ug de RNA total foram submetidos a reacdo de transcricdo
reversa com 200U (Invitrogen, USA) para a sintese de uma fita de DNA
complementar ao RNAmM (cDNA). O protocolo da Reagdo em Cadeia de
Polimerizacao utilizado foi: aliquotas de 1 pL do produto final de RT-PCR
(cDNA), juntamente com 10pmol dos primers especificos sintetizados pela
Sigma-Aldrich (San Diego, CA) para os genes da Tabela 1 (Sigma®):

Tabela 1: Genes especificos que foram analisados e seus respectivos primers.

Gene Primer Anelamento (°C)

GAPDH Sense: 5 — ACATCATCCCTGCATCCACT-3 58°C
Antisense: 5 — GGGAGTTGCTGTTGAAGTCA-3”

SLC2a4 Sense: 5 — CCCCTCCAGGGCAAAGGAT-3 54 °C
Antisense: 5 — TCCTGGAGGGGAACAAGAA -3’

PRKAA2 Sense: 5 — TTGCCTTACCACCTCATAA TAG-3' 58 °C
Antisense: 5 — AACTGCTTGATTGCTATACA-3’

MEF2a Sense: 5 — TAACACCAACCAGAACATCA-3’ 58 °C
Antisense: 5 — CACTCACAACGACATACA TA-3'

PPARGC1A Sense: 5 — AAGACTATTGAGCGAACC TT-3’ 58 °C

Antisense: 5 — TTGGAATTGACTGACTGACA-3’

Cada reacgéao de amplificacao (25uL) foi realizada na presenca de GoTaq
DNA Polimerase (Promega, USA),10mM de dNTPmix, 50mM de MgCl,,
50U/mL da enzima Taq DNA Polimerase [5U/uL] (Promega) e 10mM primers
(sense e antisense) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As incubacdes
foram realizadas em termociclador automatico Techne TC-312. Posteriormente
8uL de produto amplificado foi submetido a corrida eletroforética em gel de
agarose 1%. As imagens foram adquiridas em equipamento de
fotovideodocumentacdo (KODAK Molecular Imaging Software Version 4.0,2-
User e Eletronic UV Transilluminator Ultra. Lum. Inc) e para analise
densitométrica foi utilizado o software Scion Image (Scion Corporation,
Frederick, Maryland, EUA).

Todos os genes foram normalizados pela expressao da Gapdh (proteina
constitutiva), calculada pela razdo entre os valores da densitometria dos genes

de interesse e do gene constitutivo e posteriormente multiplicados por 100.
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Coleta do material

AplOs 24 horas da Ultima sessdo de treinamento, os animais foram
submetidos a doze horas de jejum e foram sacrificados ap6s anestesia
(Tiopental sodico de 60 mg/kg do peso corporal de cada componente) por via
intraperitoneal. Em seguida, foram retirados o masculo gastrocnémio e o tecido
adiposo branco periepididimal (TA).

Analise estatistica

Apés a verificagdo da distribuicdo normal dos dados de composicdo
corporal e bioquimicos coletados, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, utilizou-
se como forma de estatistica descritiva, medidas de tendéncia central (valores
de média) e de medidas de dispersao (desvios padréo). A analise de variancia
(ANOVA one way) foi utilizada para analisar a existéncia de diferengas
estatisticamente significativas entre as médias e seguidas do pdés teste de
Tukey. Valores de P inferiores a 5% foram considerados estatisticamente
significantes, e todos os dados da presente pesquisa foram processados e
tratados no software SPSS for Windows, versdo 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL).
Resultados

Na Tabela 2 é apresentado valor de peso corpéreo em 3 momentos
distintos: peso inicial, peso da 8 semana de intervengao e peso final de ratos
Wistar. Pode-se observar o ganho de peso ao longo das 3 avaliacdes em todos
0s grupos. No periodo de 8 semanas o grupo E/D apresentou um ganho de
peso corporeo de 29% frente ao seu peso inicial. Durante as 4 semanas de
destreinamento, o ganho se elevou para 44%. O ganho do grupo S/S5 ao longo
de 8 semanas foi de 40% e no periodo subsequente de 4 semanas de
destreinamento o ganho foi 46%. O grupo OE/OD obteve um ganho de 44% no
periodo de treinamento e de 63% no periodo de destreinamento comparado ao
peso inicial. O ganho do grupo O/O5 foi de 47% nas primeiras 8 semanas e de
77% nas 4 Ultimas semanas comparado ao peso inicial. O grupo E/D se
diferenciou do grupo S/S5 a partir da 8 semana. Porém o peso absoluto dos

grupos OE/OD néo se diferenciou do grupo O/O5.
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Evolucdo do peso corpdéreo dos animais

Grupo 1 Semana 8 Semana 12 semana
E/D Md 293,23* 378,77 % 424,71
d.p 33,07 37,44 45,44
S/S5 Md 301,158 423,08 440,28
d.p 25,72 35,17 33,77
OE/OD Md 298,08 £ 430,62# 487,43¥%
d.p 28,91 44,04 54,97
0/05  Md 302,15 ** 447,08 € 535
d.p 41,45 40,74 53,34

Tabela 2: Evolucdo do peso corp6reo dos animais em doze semanas. Valores expressos em gramas. E/D:
Exercitado/Destreinado. S/S5: Sedentario/Sedentario 5 meses. OE/OD: Obeso Exercitado/Obeso
Destreinado. O/O5: Obeso/Obeso 5 meses (n=14) Analise intra-grupo E/D x S/S5 *p< 0,05 vs E/D 8
semana, E/D 12 Semana, S/S5 8 semana, S/S5 12 semana. & p< 0,05 vs S/S5 1 semana, S/S5 8 semana,
S/S5 12 semana. § p< 0,05 vs E/D 12 semana, S/S5 8 semana, S/S5 12 semana. Analise intra-grupo
OE/OD x O/05: £ p< 0,05 vs OE/OD 8 semana, OE/OD 12 semana, O/O5 8 semana, O/O5 12 semana. #
p< 0,05 vs O/05 1 semana, O/05 12 semana. ¥ p< 0,05 vs O/05 1 semana. ** p< 0,05 vs O/O5 8 semana,
0/05 12 semana. € p< 0,05 vs O/O5 12 semana.

Na Figura 1, observa-se que a expressao de Prkaa2 foi 48% maior no
grupo E quando comparado ao grupo S5. O grupo D foi 38% e 56% maior,
guando comparados aos animais dos grupos sedentarios S e S5
respectivamente (Fig. 1A). Na presenca da obesidade, houve aumento da
expressdo deste gene no grupo destreinado (grupo OD), a expressao de
prkaa2 estd aumentada 49% e 36% quando comparado com o grupo O e O5
(Fig. 1B).
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& Q
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Figura 1A: Expressdo génica de Prkaa2 corrigido
por Gapdh em ratos Wistar. VValores expressos em
unidades arbitrarias com média e desvio padrao. S:
sedentério, E: Exercitado, S5: Sedentario com 5
meses D: Destreinado. (n=7) * p< 0,05 vs S5. # *
p<0,05vs S, S5.

Figura 1B: Expressdo génica de Prkaa2 corrigido
por Gapdh em ratos Wistar induzidos a obesidade
por dieta hiperlipidica. Valores expressos em
unidades arbitrarias com média e desvio padrdo.
O: obeso, OE: Obeso Exercitado, O5: Obeso com
5 meses, OD: Obeso Destreinado. (n=7) * p< 0,05
vs O, 05.

Na Figura 2, observa-se que a expressao de Mef2a. Nao foi possivel

observar diferenca estatistica nos animais com dieta padrao (Fig. 2A). Contudo,

nos animais alimentados com dieta hipercal6rica, verifica-se que o grupo obeso
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destreinado por 4 semanas apresentou aumento da expressao deste gene em

48% e 60% em relagéo aos grupos O e O5 (Fig. 2B).
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Figura 2A: Expressdo génica de Mef2a corrigido
por Gapdh em ratos Wistar. Valores expressos em
unidades arbitrarias com média e desvio padrdo. S:
Sedentério, E: Exercitado, S5 sedentario com 5
meses, D: Destreinado. (n=7) p< 0,05.
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Figura 2B: Expressdo génica de Mef2a corrigido
por Gapdh em ratos Wistar induzidos & obesidade
por dieta hiperlipidica. Valores expressos em
unidades arbitrarias com média e desvio padréo. O:
obeso, OE: Obeso Exercitado, O5: Obeso com 5
meses, OD: Obeso Destreinado (n=7) * p< 0,05 vs
0O, 05.

Na Figura 3, observa-se que a expressao de Slc2a4 foi maior nos grupos

gue sofreram destreinamento independente da dieta ofertada. O grupo D

apresentou aumento de 43% e 46% quando comparados aos animais

sedentarios S e S5, respectivamente (Fig. 3A). O grupo OD apresentou um

incremento de 52% quando comparado ao grupo O. (Fig. 3B).
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Figura 3A: Expressdo génica de Slc2a4 corrigido
por Gapdh em ratos Wistar. Valores expressos em
unidades arbitrarias com média e desvio padrdo. S:
Sedentério, E: Exercitado, S5: sedentario com 5
meses, D: Destreinado. (h=7) * p< 0,05 vs S, S5.
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Figura 3B: Expressdo génica de Slc2a4 corrigido
por Gapdh em ratos Wistar induzidos a obesidade
por dieta hiperlipidica. Valores expressos em
unidades arbitrarias com média e desvio padrdo.
O: Obeso, OE: Obeso Exercitado, O5: Obeso com
5 meses, OD: Obeso Destreinado. (n=7) * p< 0,05
vs O.
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A Figura 4 apresenta a expressdo de Ppargcla. Nos animais que
receberam alimentacdo com racdo padrdo para roedores nao foi possivel
observar diferenca estatistica (Fig. 4A). Por outro lado, na presenca da
obesidade, verificou-se que o grupo Destreinado sofreu reducao de 58% e 48%

frente os grupos OE e O5 respectivamente (Fig. 4B).
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Figura 4A: Expressao génica de Ppargcla corrigido Figura 4B: Expressao génica de Ppargcla corrigido
por Gapdh em ratos Wistar. Valores expressos em por Gapdh em ratos Wistar induzidos & obesidade
unidades arbitrarias com média e desvio padrdo. S: por dieta hiperlipidica. Valores expressos em
sedentario, E: exercitado, S5: Sedentdrio com 5 unidades arbitrarias com média e desvio padrédo. O:

meses, D: Destreinado. (n=7) p< 0,05. obeso, OE: Obeso Exercitado, O5: Obeso com 5
meses, OD: Obeso Destreinado. (n= 7) * p< 0,05
vs OE, O5.

Discussao

Sendo o exercicio fisico uma pratica de baixo custo e facil acessibilidade
contra o balangco energético positivo, alteracbes metabodlicas e diversas
patologias, ele se torna uma ferramenta importante e (til para toda a
populacdo. No presente estudo, além de investigarmos o efeito do treinamento
fisico sobre diversos genes relacionados a demanda energética na musculatura
esquelética de ratos Wistar obesos, também destacamos o efeito de
destreinamento de 4 semanas sobre esta expressdo, com o0 objetivo de
mimetizar o que ocorre na populacdo humana, que inicia um treinamento e
devido a diversos fatores cessa a atividade, muitas vezes ndo retornando ou

retornando apds alguns meses ao programa proposto.
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A grande maioria dos estudos se concentra em mostrar o efeito do
treinamento fisico em individuos ja obesos, assim, o diferencial deste estudo é
verificar a eficiéncia do treinamento e do destreinamento sobre variaveis como
0 peso e a expressao génica em ratos que praticam exercicio fisico regular e
recebe a dieta simultaneamente (3,6). Ao analisar a Tabela 2 fica evidente que
a dieta hiperlipidica promoveu um maior ganho de peso ao longo do estudo nos
animais dos grupos Obeso e Obeso de 5 meses e subsequentemente dos
grupos Obeso Exercitado e Obeso destreinado, destacando assim a eficiéncia
da dieta na promocédo do ganho de peso (24). Possibilitando a constatacdo que
0 grupo que so se alimentou de dieta hiperlipidica e que nunca treinou foi o que

apresentou maior incremento de massa corpérea.

Sendo a AMPK uma proteina fundamental no processo metabdlico e
desempenhando um papel fundamental na B-oxidacdo de acidos graxos e na
regulacdo da sensibilidade a insulina (28), tem sua expressdo genica
controlada pelo gene Prkaa2. Quando se observa a figura 1, o valor da
expressdo do gene citado acima € possivel notar que ratos que receberam
dieta padrao, treinados em protocolos de saltos verticais em alta intensidade,
seja em periodo de treinamento ou destreinamento, diferenciam-se de seus
equivalentes que nao passaram pelo treinamento (S e S5). Em animais
induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica, quando avaliado a mesma
expressao génica é possivel observar um comprometimento do mesmo durante
o treinamento, porém no periodo de destreinamento, 0s ratos apresentam
diferenca frente aos animais que jamais sofreram algum tipo de estresse
mecanico. Os dados sugerem um prejuizo na expressao de Prkaa2 pela
exposicdo a dieta hiperlipidica, evidenciando que a dieta rica em gordura
saturada induz resisténcia a insulina, porém o fator exercicio foi capaz de
potencializar a expressdo génica em periodos de destreinamento. Fato
explicavel, pois em periodos de jejum e poOs- treinamento, 0 musculo
esquelético modifica suas fontes de energia para preservar o glicogénio e os
niveis de glicose sanguinea, visto que as células musculares sdo capazes de
identificar a disponibilidade de glicose e transformar esta informagdo em
adaptacdes metabdlicas, sendo o AMPK o principal sensor atuante e tradutor

desta informacéo (3).
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O exercicio ao estimular a AMPK, estimula a via de excitacdo do
potenciador do transportador de glicose tipo 4 (Glut 4) excitando o fator
potenciador de miécitos (Mef2a) como apontado pela literatura, (12, 40) devido
a maior acessibilidade do fator de transcricdo aos sitios de ligacdo, sendo o
exercicio o perturbador do complexo Mef/[HDAC5 causando exportacédo nuclear
da deacetilase (19). Observada uma relacéo funcional entre AMPK e HDACS,
in vivo, também se observou aumento da atividade de AMPK associado ao
tratamento com AICAR, reduzindo HDAC na regido de ligacdo Mef2 sobre o
promotor de Glut4 (9). Embora no presente estudo, ndo tenha sido feita
investigacao sobre a ligacdo de HDACS e Mef, parece que isto ndo ocorreu nos
nossos animais, como pode ser observado na figura 2A, onde o exercicio
aparentemente nao foi capaz de influenciar a expressao do Mef2a. Na figura
2B, pode-se observar um incremento na expressado de Mef2a no grupo obeso
destreinado. Estes resultados estdo em desacordo com os encontrados por
Mootha et al. de 2003 e Patti et al. de 2003, sugerindo que o protocolo de
treinamento foi eficiente em manter a expressao genica do Mef2a elevada
mesmo apl0s 4 semanas de interrupcdo do protocolo de treinamentos
resistidos.

A expressdo do gene Slc2a4, que codifica a proteina GLUT4, como
encontrado na literatura (25, 35, 12), aumentou no musculo dos animais
submetidos ao treinamento, entretanto as diferencas foram encontradas
apenas nos animais que passaram pelo processo de destreinamento,
independente da presenca da obesidade, vindo a confrontar a ideia de que a
interrupcdo do treinamento tende a ser acompanhada por uma reducdo na
expressdo de proteinas chave da cascata de sinalizagdo da insulina, bem como
na concentracdo de GLUT4 (15).

Evidentemente ao observar o exposto, deve-se considerar que 0s
resultados aqui encontrados para quantidade de RNAmM podem nao refletir
diretamente no conteudo de proteina GLUT4 no musculo estudado (36). O
aumento da captacédo de glicose verificado ap6s o exercicio €, em parte, devido
a maior atividade e expressao de proteinas envolvidas na via de sinaliza¢do da
insulina, bem como devido ao aumento do contetdo e da translocacdo do

GLUT4 no tecido muscular esquelético (8,41). Como observado no estudo, os
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animais apresentam niveis mais elevados de Slc2a4 ap0s 4 semanas de
inatividade fisica, oque sugere uma supercompensa¢do como observado na
figura 3, onde os grupos destreinado e obeso destreinado apresentaram uma
maior expressao do gene Slc2a4, resultado similar foi encontrado por Barre’s e
colaboradores recentemente (2012) que demonstraram que o0 exercicio € capaz
de promover metilagio no muasculo esquelético de humanos, genes
responsivos ao exercicio se mostraram menos metilados de maneira dose
resposta, em especial o PGC-1lalfa, no qual apresentou uma reducédo na

metilacdo e, posteriormente, um grande aumento na expressao génica.

Visto que o treinamento de forca e de resisténcia ativam distintas vias
energéticas e o resultado sao adaptacdes especificas no musculo esquelético e
a capacidade do musculo se adaptar depende diretamente da secao
transversal e do tipo de fibras recrutadas (30). As adaptacOes das fibras
musculares ocorrem mediante o treinamento e recrutamento de neurénios
motores que se invaginam e enervam fibras do tipo IIB e IIX que por sua vez
iniciam contra¢cdes do musculo esquelético através de vias de sinalizacdo de
célcio. A via do célcio € uma importante via de ativacdo de fatores de
transcricdo como a AMPK, Mef2, membros do fator nuclear (NFAT) de células
ativadas que alteram a expressao de genes regulados pelo exercicio muscular,
em particular, o coativador do receptor ativado pelo Coativador 1- Alfa do
Receptor Ativado por Proliferador de Peroxissoma (Ppargcla) que € o
responsavel pela expressao genica do PGC1A (33, 32, 11, 20). Na figura 4A,
aparentemente o organismo nao foi capaz de influenciar a expressédo do gene
Ppargcla, que codifica a proteina PGCla. Ja na figura 4B € possivel observar
gue a dieta hiperlipidica foi capaz de influenciar negativamente a expresséo
génica de Ppargcla em ratos destreinados. Fato explicavel pela possibilidade
de interagcdo entre gene e nutriente, descrevendo a modulacdo dos efeitos dos
componentes dietéticos em um fendtipo especifico associado a um
polimorfismo genético (24) como a fissdo mitocondrial, promovendo uma
deficiéncia respiratoria, e doencas sistémicas como o0 cancer, doencgas

cardiovasculares, neurodegeneracgao e diabetes. (28)
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Concluséo

O treinamento com pesos foi capaz de modular positivamente a
expressao génica de Prkaa2, Mef2a e Slc2a4 em ratos Wistar induzidos ou néo
a obesidade mesmo em periodo de destreinamento, sugerindo assim que, apos
um treinamento cronico periodizado exista um periodo de super compensacao
dos genes acima citados. Porém, ndo pode ser observado o mesmo padréo no
gene Ppargcla, sendo a dieta ofertada aos animais mais influente que o fator

de protecéao ofertado pelo treinamento intermitente.
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O treinamento de saltos em ratos Wistar parece ser uma forma eficaz de
induzir a acidose em animais com ou sem obesidade. Porém estimulos
cronicos periodizados com cargas progressivas ou equivalentes a 50% do peso
corporal, ajustadas semanalmente, apresentaram declinio ao longo de 08
semanas, resultados observados na andlise de area total ou apenas do limiar
anaerébio da cinética do lactato nos grupos exercitados no presente estudo,
podendo assim comprometer protocolos mais longos devido a adaptaces
metabdlicas. Assim, pode-se sugerir que ao se utilizar de protocolo de saltos

em ratos Wistar, € importante que seja aplicado um incremento minimo de

carga de 10% a cada ciclo.

Sendo o treinamento com pesos com carga progressiva capaz de
modular positivamente a expressao génica de Prkaa2, Mef2a e Slc2a4 em
ratos Wistar induzidos ou ndo a obesidade mesmo em periodo de
destreinamento, sugerindo assim que, ap0s um treinamento crénico
periodizado exista um periodo de supercompensacao dos genes acima citados.
Porém, ndo pode ser observado o mesmo padrédo no gene Ppargcla, sendo a
dieta ofertada aos animais mais influente que o fator de prote¢céao ofertado pelo

treinamento intermitente.
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