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RESUMO

Introducéo: O exercicio fisico é capaz de promover adaptacdes positivas no musculo
esquelético, principalmente nas mitocéndrias; mas os mecanismos destas alteracdes
fisioldgicas ainda ndo estéo totalmente esclarecidos. Ha indicios de que marcadores
epigenéticos estejam influenciando tais mudancas. Objetivo: Analisar o envolvimento
da metilacdo do DNA nas alteracdes fisiolégicas ocasionadas pelo treinamento
resistido dindmico (TRD) em fibras musculares esqueléticas oxidativa, glicolitica e
mista de ratos saudaveis. Métodos: Vinte e dois ratos machos Wistar adultos jovens
foram divididos aleatoriamente em dois grupos: Controle (C) e Treinado (T). Apos
realizacdo do teste de Carga Maxima (CM), os animais do grupo T realizaram o TRD
durante 8 semanas subindo em escada vertical com adic&o progressiva de carga a
cada semana. A forca foi avaliada pelo teste de CM em diferentes momentos ao
decorrer da intervencdo. Apds a eutanasia sob anestesia, os musculos esqueléticos
extensor longo dos dedos (EDL), gastrocnémio (G) e séleo (S) foram removidos para:
1) andlise de metilacdo global do DNA; 2) avaliacao histopatologica; 3) quantificacdo
de expressdo de proteinas mitocondriais NRF2 e TFAM, e 4) determinacdo do
consumo de oxigénio apenas no musculo misto gastrocnémio. Para analise
estatistica, os dados foram analisados pelo teste T de Student ndo pareado. Todavia,
outros testes foram recorridos a depender da normalidade assumida e do objetivo
estipulado para cada variavel. Valores de P inferiores a 5% (p <0,05) foram
considerados significantes. Resultados: Os animais do grupo T conquistaram um
aumento da forca avaliada pelo teste de CM (p<0,003) apds 8 semanas de TRD. A
metilacdo global do DNA foi semelhante entre os grupos C vs. T para os musculos
EDL (p=0,437), G (p=0,929) e S (p=0,976), porém, observou-se que o musculo misto
gastrocnémio apresentou maior percentual de metilagdo comparado aos demais
musculos. Nao foram encontradas diferencas no diametro dos musculos (p=0,799;
p=0,778 e p=0,748, respectivamente), assim como a auséncia de fibrose (p=0,556,
p=0,268 e p=0,531) e de alteracdo na estocagem de glicogénio (p=0,556, p=0,459 e
p=0,808) entre 0s grupos. A expressao de proteina mitocondrial NRF2 e TFAM nos
diferentes masculos EDL (NRF2: p=0,0641; TFAM: p=0,1677), G (NRF2: p=0,7116;
TFAM: p=0,7037) e S (NRF2: p=0,9510; TFAM: p=0,6088) foi semelhante entre os
grupos. Também né&o foi observada alteracbes em variaveis relacionadas ao consumo
de oxigénio no musculo misto (SCRSucc - p=0,121, RCRADP - p=0,766, FCRL -



p=0,618 e FCRPI - p=0,134). Conclusé&o: Podemos concluir que o TRD de 8 semanas
aumentou a forga muscular, mas ndo promoveu alteragbes estruturais e em sua
composicédo nas diferentes fibras musculares, nem afetou a metilagédo global do DNA.
Ainda, foi observado que o percentual de metilacdo global do DNA foi extremamente
variavel nos diferentes tipos de fibras musculares, independentemente do TRD;
sugerindo que cada fibra possui seu proprio potencial de metilacdo, com ou sem
intervencao externa. Nesse sentido, sugere-se que a alteragéo na forca nao esteve
envolvida nas modificacbes da metilacdo global do DNA, nem ocasionou alteracdes
na atividade mitocondrial de fibras musculares oxidativas, glicoliticas e mistas de ratos

saudaveis.

Palavras-chave: Epigenética; fendtipo; metilagdo de DNA; musculo esquelético;

treinamento de forca.



ABSTRACT

Introduction: Physical exercise is able to promote positive promoters in skeletal
muscle, mainly in mitochondria; but the but the mechanisms of these physiological
changes are still not fully understood. There are indications that epigenetic markers
are influencing such changes. Objective: To analyze the involvement of DNA
methylation in in the physiological alterations caused by dynamic resistance training
(DRT) in oxidative, glycolytic and mixed skeletal muscle fibers of healthy rats.
Methods: Twenty-two young adult male Wistar rats were randomly divided into two
groups: Control (C) and Trained (T). After completing the Maximum Load (ML) test,
the animals in the T group performed DRT for 8 weeks, climbing a vertical ladder with
progressive addition of load each week. The strength was assessed using the ML test
at different times during the intervention. After euthanasia under anesthesia, the
skeletal muscles extensor digitorum longus (EDL), gastrocnemius (G) and soleus (S)
were removed for: 1) global DNA methylation analysis; 2) histopathological evaluation;
3) quantification of NRF2 e TFAM mitochondrial protein expression, and 4) oxygen
consumption analysis only in the gastrocnemius oxidative-glycolytic muscle. Data were
analyzed by unpaired Student's t test. However, other tests were used depending on
the assumed normality and the stipulated objective for each variable. P values less
than 5% (p <0.05) were considered significant. Results: The animals in the T group
achieved an increase in strength assessments by the CM test (p<0.003) after 8 weeks
of DRT. The global DNA methylation was similar between C vs T rats for the muscles
EDL (p=0.437), G (p=0.929) and S (p=0.976), however, however it was observed that
the gastrocnemius muscle had a higher percentage of methylation compared to other
muscles. No differences were found either in the diameter of these muscle fibers
(p=0.799, p=0.778 and p=0.748, respectively), as well as the absence of fibrosis
(p=0.556, p=0.268 and p=0.531) and changes in storage of glycogen (p=0.556,
p=0.459 and p=0.808). The expression of mitochondrial protein NRF2 and TFAM in
the different muscles EDL (NRF2: p=0.0641; TFAM: p=0.1677), G (NRF2: p=0.7116;
TFAM: p=0.7037) and S (NRF2: p=0.9510; TFAM: p=0.6088) was similar between the
groups. No changes were observed in variables related to oxygen consumption in the
mixed muscle (SCRSucc - p=0.121, RCRADP - p=0.766, FCRL - p=0.618 and FCRPI
- p=0.134). Conclusion: We can conclude that the 8-week DRT increased muscle

strength, but did not promote structural changes in different muscle fibers and their



composition, nor did it affect global DNA methylation. Furthermore, it was observed
that the percentage of global DNA methylation was extremely variable in different types
of muscle fibers, regardless of DRT; suggesting that each type of muscle fiber has its
own potential for methylation, with or without external intervention. Thus, it is
understood that the change in strength does not involve changes in global DNA
methylation, as well as changes in mitochondrial activity of oxidative, glycolytic and

mixed muscle fibers of healthy rats.

Keywords: DNA methylation; epigenetics; phenotype; skeletal muscle; strength

training.
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1. INTRODUCAO

1.1 Formacgédo do campo da epigenética

No inicio de 1940, Conrad H. Waddington (1905-1975) definiu o campo da
epigenética em seu classico trabalho “The epigenotype” (VAN SPEYBROECK, 2006;
WADDINGTON, 1942), abrindo possibilidades e interesse de pesquisadores e
estudiosos no assunto. Como consequéncia dessa notoriedade, observou-se
inconsisténcias no que diz respeito a definicdo do termo “epigenética” e seu real
objetivo na analise de fenbmenos (DEANS et al., 2015; HOLLIDAY, 1994). Debates
sobre a natureza que fundamentava o desenvolvimento do organismo dividiam
embriologistas e afins em duas teorias, havendo aqueles que defendiam que a
complexidade do ser ja era alcancada desde o embrido inicial (pré-formacao) e os que
acreditavam que essa complexidade se expandia ao longo do desenvolvimento
(epigénese) (DEANS et al., 2015; FELSENFELD, 2014; VAN SPEYBROECK, 2006).

Com uma visao direcionada a embriologia e genética, Waddington acreditava
que ambas poderiam ser complementares, possuindo uma relacao flexivel entre a
genética e o ambiente (Figura 1) (DEANS et al., 2015; VAN SPEYBROECK, 2006;
WADDINGTON, 1959). David L. Nanney (1925-2016) agregou as ideias de
Waddington correlacionando marcadores epigenéticos na regulacdo de genes
especificos. Mais que isso, Nanney prop6s que esses estados regulados poderiam
perpetuar durante e ap0s a divisdo celular (HAIG, 2004; NANNEY, 1958). Dentre
varios autores que acrescentaram e discorreram sobre uma abordagem mais concreta
no campo da epigenética, Robin Holliday (1932-2014) abriu um caminho por incluir a
herdabilidade como um fator possivel e presente, verificado por estudos sobre o
padrao de metilacdo do DNA (DEANS et al., 2015; HAIG, 2004; HOLLIDAY et al.,
1975; NANNEY, 1958).

1.2 Definigdo do termo “epigenética”

A definigdo do termo “epigenética” pode variar a depender da abordagem
proposta, haja vista sua vasta possibilidade de analises e objetivos a serem
alcancados. Com embasamento teorico e pratico, Deans et al. (2015) propuseram
uma definicdo, sendo: “o estudo de fendbmenos e mecanismos que causam alteragdes
hereditarias ligadas ao cromossomo na expressao do gene que nao depende de

alteracdes na sequéncia de DNA”. Apesar de parte desses padroes de modificacdes
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serem adquiridos por fatores hereditarios, eles também séo impactados por fatores
extrinsecos (ambiente) (JACQUES et al., 2019). Por este motivo, e pela forma no qual
0 assunto sera tratado neste estudo, definiremos epigenética como sendo uma
modificacdo multinivel capaz de regular padrées de atividade génica, mas que nao
interfere na sequéncia do DNA (SEABORNE et al., 2020; WIDMANN et al., 2019).

Figura 1. Inclusdo da epigenética na compreensdo do desenvolvimento.

Ambiente

Epigenética

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Waddington quebrou paradigmas incluindo a epigenética como mais uma
possibilidade, sobre as Unicas duas teorias do desenvolvimento da época (pré-

formacdo (genética) vs. epigénese (ambiente)).

1.3 Metilacdo do DNA: um marcador epigenético

Os principais mecanismos epigenéticos sdo: 1) metilacdo do DNA, 2)
modificacdes de histonas e, 3) RNAs ndo codificantes (como por exemplo, miRNA).
Estes sdo caracterizados por suas capacidades em alterar a conformacéao do DNA e
da cromatina podendo ativar ou inibir a expresséo génica (SEABORNE et al., 2018;
COSTA et al., 2013; BARRES et al., 2012).

Sendo o primeiro marcador a ser descrito (HOLLIDAY et al., 1975), a metilacao
do DNA fundamenta-se em uma unica modificacao covalente de uma base de citosina
transferindo um grupo metil (CH3) ao carbono 5, constituindo a 5-metilcitosina (5-mC)
(Figura 2) (JACQUES et al., 2019). Essareacao é catalisada pelas enzimas DNMT3A
e DNMT3B, constituintes da familia DNA metiltransferase (DNMT). Ja a DNMT1, outra
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enzima dessa familia, estd envolvida na permanéncia da metilacdo ao longo da
divisdo celular (JACQUES et al., 2019; YONG et al., 2016; LI et al., 2014). Vale
ressaltar que € possivel observar a reacado oposta, caracterizada pela remoc¢éo do
grupo metil (WEINHOLD, 2006). Nesta circunstancia, sdo as enzimas da familia ten-
eleven translocation (TET) que atuam na desmetilacdo do DNA (JACQUES et al.,
2019; WEINHOLD, 2006).

Figura 2. Molécula de citosina transformando-se em 5-mC.

NH:2 NH2
CHs

N DNMT N

N (0] N (o)
H H
Citosina 5-metilcitosina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como mencionado, fatores ambientais sdo potenciais desencadeadores de tais
alteracOes. Posto isso, a avaliacdo da metilagdo do DNA tem sido frequentemente
recorrida para solucionar questdes bioldgicas, fazendo-se importante na correlacdo
de eventos (SEABORNE et al., 2020; JACQUES et al., 2019; WIDMANN et al., 2019;
McGEE et al., 2019), diferenciando sua interacdo como sendo responsiva ou causal
(DEANS et al., 2015).

1.4 Epigenética e exercicio fisico

A nocdao de que as adaptacdes do organismo néo dependiam apenas do cédigo
genético ou das alteracdes na sequéncia do DNA, possibilitou melhor entendimento
sobre a influéncia ambiental e comportamental na qual o individuo possa ser
submetido. Exemplo disso é o proprio exercicio fisico (JACQUES et al., 2019;
WIDMANN et al., 2019). No musculo esquelético, o ato isolado de contragdo muscular
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ja é capaz de promover modificacBes importantes para o funcionamento deste tecido
(SEABORNE et al., 2018). Quando sistematizado, periodizado e havendo constancia,
tem a capacidade de proporcionar adaptacdes morfolégicas, metabdlicas e funcionais
benéficas, tanto locais como sistémicas (JACQUES et al., 2019; WIDMANN et al.,
2019; SEABORNE et al., 2018; BARRES et al., 2012). Essas mudancas sio mediadas
por mecanismos moleculares complexos, sendo estes reguladores transcricionais, co-
traducionais e pos-traducionais (JACQUES et al., 2019; COSTA et al., 2013).

1.5 Adaptacdes no musculo frente ao exercicio fisico

Existe um equilibrio entre degradacdo e sintese de proteinas no musculo
esquelético, para a manutencédo de um ambiente adequado e favoravel para possiveis
adaptacdes (ILHA et al., 2018). No tecido saudavel, biomarcadores sdo ativados e
estdo bem expressos, sendo o0 caso de vias contendo como proteinas principais
AMPK (proteina quinase ativada por AMP), mTOR (alvo mamifero da rapamicina) e
seus complexos multiproteicos mMTORC1 e mTORC2, SIRTL1 (sirtuina 1), PGC1 alfa
(proliferador de peroxissoma gama coativador 1 alfa) e TFAM (fator de transcricao
mitocondrial A) (ILHA et al., 2018; YOON et al., 2019; OGASAWARA et al., 2016). As
adaptacdes moleculares da musculatura esquelética sdo variadas, e contam com a

melhora do contetdo proteico levando a hipertrofia, otimizando a forca, favorecendo

o ambiente celular — em especial — a composicdo energética mitocondrial
(OGASAWARA et al., 2016; DRAKE, et al., 2016; SCHOENFELD 2013; JJRGENSEN
et al., 2006).

A biossintese dessas e outras proteinas na musculatura esquelética acontecem
por alguns fatores, e o treinamento resistido é um deles (ILHA et al.,, 2018;
OGASAWARA et al., 2016; WILKINSON et al., 2008; DREYER et al., 2006). Durante
esse tipo de atividade fisica, as células utilizam a energia advinda da molécula de ATP
(adenosina trifosfato) que ap6s o processo de quebra, torna-se ADP (adenosina
difosfato), e em seguida, AMP (adenosina monofosfato). A percep¢ao de que a
atividade energética esta elevada proporciona a ativacdo da AMPK, promovendo a
ascensao de varias vias catabodlicas (YOON et al., 2019). Em suma, o0 estresse
ocasionado pelo exercicio fisico é capaz de mediar varias vias envolvidas no
metabolismo celular (degradacdo e sintese de proteinas, respostas antioxidantes,
absorcdo de gorduras) (YOON et al.,, 2019; ILHA et al.,, 2018). A biogénese
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mitocondrial é alvo de varios estudos, especialmente gquanto ao treinamento aerdébio.
No entanto, estudos ja demonstram que o treinamento resistido pode favorecer a
respiragcéo celular de forma ampla (Figura 3) (HUANG et al., 2019; LEE et al., 2018;
DRAKE et al., 2016; PORTER et al., 2015; SCHNYDER et al., 2015)

Figura 3. Vias da biogénese ativadas pelo exercicio fisico.

SO
. \

M PGC1-a 5 Cran
) \ =

Fonte: Adaptado de (THEILEN et al., 2017).

Legenda: Vias da biogénese mitocondrial. O estimulo externo ocasiona o aumento de

fatores circulantes (AMP, NAD+, entre outros), nos quais esses ativam o PGC-1la
(proliferador de peroxissoma gama coativador 1 alfa), que se caracteriza por ser uma
ligacdo entre diversas cascatas de sinalizacédo ativadas pelo exercicio fisico, como
também por desempenhar um papel central na regulacdo do metabolismo energético
celular atuando na modulacéo de diferentes genes. Por sua vez, o PGC-1a interage
com os fatores respiratdrios nucleares 1 e 2 (NRF1 e NRF2), e esses regulam o
processo de transcricdo e replicacdo mitocondrial. Por conseguinte, esses fatores
possibilitam a transcricdo da proteina TFAM (fator de transcricdo mitocondrial A), —
moduladora chave da biogénese mitocondrial — em que seu papel se baseia em
regular a expressdo do mtDNA (DNA mitocondrial). Dessa forma, a proteina TFAM
liga-se ao mtDNA a fim de protegé-lo das ROS (espécies reativas de oxigénio) e de
vérias formas de degradacao, fazendo-se possivel sua plena transcricdo. Quando tais

eventos ocorrem, torna-se viavel a biogénese de proteinas mitocondriais e 0
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resultante aumento da fungdo mitocondrial no tecido muscular (GROENNEBAEK et
al., 2017; THEILEN et al., 2017; KANG et al., 2016; VALERO 2014).

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A relevancia desse estudo se da pela ampliacdo do conhecimento sobre a
capacidade do tecido muscular em se adaptar ao exercicio fisico. Além disso, trara
perspectivas futuras agregando na literatura ao tema referente & modulacdo
epigenética (metilacdo do DNA) ocasionada pelo exercicio — um campo ainda muito
jovem. Uma recente revisao sistematica realizada por Jacques, et al. (2019), apontou
lacunas importantes na area da epigenética do exercicio, ndo completamente
respondidas com base em baixos tamanhos amostrais de estudo em humanos,
variacfes entre idade, sexo, tempo de intervencédo e modalidade de treinamento, além
da fraca abordagem na diferenca entre tipos de fibras musculares e no impacto desses
marcos epigenéticos induzidos pelo treinamento resistido nas adaptacdes fisioldgicas
do individuo.

Devido a impossibilidade de coletar quantidade suficiente para os ensaios
propostos no estudo dos trés musculos esqueléticos — exceto quando submetido a
cirurgia — faz-se necessaria a utilizacdo de animais. A submisséo do individuo a
cirurgia ja € um empecilho de sua utilizacdo no estudo, principalmente com os
individuos controles. Além disso, o estudo ndo poderia ser realizado in vitro ou in silico,
uma vez gue objetivamos investigar o impacto do treinamento resistido considerando
sua agao no organismo como um todo. Ainda, como almejamos avaliar os parametros-
alvos ap6s intervencao, utilizaremos modelos animais vivos e ndo células isoladas (ou
qualquer outro modelo alternativo) para qualificacdo do estudo. Neste contexto,
optamos por utilizar ratos Wistar (rattus norvegicus) por ser uma linhagem
amplamente utilizada em estudos cientificos e que apresenta certa semelhanca

fisiologica com os seres humanos.

Hip6tese nula (Ho)
Ndo haveria alteracdo no padrdo de metilagdo do DNA em musculos
esqueléticos (EDL, G e S) de ratos que realizaram treinamento resistido durante 8

semanas.
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Hipo6tese alternativa (H1)

Haveria alteracdo no padrdo de metilacdo do DNA em musculos esqueléticos
(EDL, G e S) de ratos que realizaram treinamento resistido por 8 semanas em
comparacao aos nédo treinados. Havendo, possivelmente, uma hipometilacdo nos

treinados e hipermetilacdo nos controles.

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Analisar o envolvimento da metilacdo do DNA nas alteracBes fisiologicas
ocasionadas pelo treinamento resistido dinamico (TRD) em tecido muscular
esquelético oxidativo, glicolitico e misto de ratos saudaveis.

3.2 Objetivos especificos

Para devida compreensao do impacto do protocolo de treinamento no tecido
muscular, além da metilacdo global do DNA, foram analisados parametros funcionais
e estruturais, como também foi realizada uma avaliacdo da atividade mitocondrial,

coOmo segue.

A) Metilacao global do DNA:
- Porcentagem de metilagédo global do DNA em musculo oxidativo, glicolitico e
misto;
B) Eficacia do protocolo de treinamento resistido de 8 semanas atraves de:
- Determinacédo do ganho de for¢ca muscular pelo teste de Carga Maxima;
- Aderéncia ao treino;
- Analise histopatoldgica dos musculos;
C) Parametros utilizados para avaliar respostas fisiologicas frente ao treinamento:
- Quantificacdo proteinas da biogénese mitocondrial (NRF2 e TFAM) nos
musculos;
- Avaliacdo da funcdo mitocondrial através da andlise de consumo de oxigénio

no musculo gastrocnémio.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostra

Todas as intervencdes foram aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Estadual
Paulista (FCT/UNESP) campus de Presidente Prudente, Brasil (protocolo n° 01/2020),
obedecendo os preceitos éticos estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Caracterizado como um estudo experimental randomizado, vinte e dois ratos
machos Wistar provenientes do Biotério Central da UNESP - campus de Botucatu,
com 50 dias de vida e pesando 200 + 50g foram alocados no Biotério Il da FCT/UNESP
- campus de Presidente Prudente, com umidade, temperatura (22+2°C) e ciclo
claro/escuro 12/12h (7h00min/19h00min) controlados. De forma aleatdria (mediante
sorteio online), os animais foram devidamente separados em 2 ratos por gaiola e
divididos em dois grupos: Controle (C/n=11) e Treinado (T/n=11).

Os animais foram alocados e permaneceram sem qualquer tipo de intervencao
durante 18 dias para devida adaptacdo ao ambiente, e para que atingissem a idade
adulta jovem (2 meses de idade). Apos 18 dias de adaptacdo ao ambiente e 3 dias de
adaptacdo a escada vertical utilizada no treinamento, totalizando 3 semanas de
adaptacao, o teste de Carga Maxima (CM) foi realizado, obtendo-se a maior carga da
escalada unica de cada rato. A chamada “Carga Maxima” para este modelo animal
objetivou refletir o método clinico de avaliagdo conhecido como 1RM (Uma Repeticédo
Maxima), visando mensurar forca muscular maxima.

Durante o periodo de permanéncia dos ratos no Biotério Il, racdo padréo para
roedores (Alisul, Brasil) e agua filtrada foram ofertadas livremente. A alimentacéao foi
acompanhada por meio de pesagem em balanca digital (Commerce, Brasil) com
frequéncia de 2 vezes por semana, a fim de controlar o consumo de ragéo por gaiola,
como sendo também um indicativo de bem-estar animal. Além disso, o peso corporal
foi averiguado 1 vez por semana ao longo das semanas de permanéncia dos animais.
A limpeza geral do biotério, lavagem das caixas de prolipropileno e as trocas das

maravalhas eram realizadas 2 vezes por semana.
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4.2 Treinamento resistido dinamico (TRD)

A intervencdo foi realizada utilizando-se uma escada vertical (Insight Itda.,
Brasil) com inclinacdo de 80°, altura de 1110mm, base de 300mm x 350mm e distancia
entre os degraus de 6mm. Na fase de adaptacéo ao equipamento, todos os animais
pertencentes ao grupo Treinado (T) realizaram 2 sessfes com intervalo de 24h,
realizando 3 escaladas sem carga por animal. Em seguida, foi realizado o teste de
Carga Maxima (CM), com carga inicial determinada como 50% do peso corpoéreo do
animal. Anilhas de peso foram colocadas dentro de luvas que foram fixadas a porcao
proximal da cauda do animal. Ao completar a escalada, 30g eram adicionadas a carga
que estava acoplada. Caso durante esse processo de progressdo 0 rato nao
conseguisse realizar a escalada completa ou apresentava tremores nas patas, era
determinada como CM a Uultima carga utilizada na escalada sem falhas. Foram
realizadas no maximo 8 escalas com intervalo de 1min entre elas (IRVING et al.,
2015). A figura 4 apresenta a escalada do animal e a carga acoplada.

A intervencdo ocorreu de forma progressiva, iniciando com 50% da CM e
progredindo para 65%, 80% e 95%. Ao final da 42 semana, o teste de CM foi realizado
novamente para averiguacdo de ganho de forca e readaptacdo da carga para
continuidade da intervencdo. Ap6s o segundo teste de CM, o treinamento iniciou-se
em 65%, progredindo para 75%, 85% e 95%. O treinamento consistiu em trés
escaladas da 1% a 62 semana, e quatro escaladas nas semanas 7 e 8 (Figura 5). O

descanso ofertado entre as repeticdes sempre foi de 1min.

Figura 4. Escada utilizada para o treinamento.
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Fonte: Arquivo do laboratério GPFis.
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Figura 5. Protocolo do TRD de 8 semanas.

=N ETE

Primeiro teste de CM*

Semana 1
Semana 2
Semana 3

Semana 4

Semana 5
Semana 6
Semana 7

Semana 8

Ultimo teste de CM***

Fonte: Elaborado pelo autor.

*Primeiro teste de CM iniciou o protocolo de TRD, come¢ando com 50% da CM do

animal e evoluindo 15% do valor, semanalmente, nas primeiras 4 semanas.

**Segundo teste de CM realizado para readaptacdo do valor da carga, comecando

com 65% e evoluindo 10%, semanalmente.

=+Jltimo teste de CM realizado para a avaliacéo do efeito do protocolo de TRD de 8

semanas.

O treinamento sempre foi realizado no periodo matutino (9h0Omin, horéario de
Brasilia/DF), com frequéncia de 3 vezes por semana (segundas, quartas e sextas-

feiras) durante 8 semanas, totalizando 24 sessoes.

4.3 Eutanésia

A eutanasia ocorreu sob anestesia com cloridrato de cetamina (60mg/kg peso
corporal) e xilazina (10mg/kg peso corporal) que foram injetadas via intraperitoneal
apos 12h de jejum e 24h do ultimo dia de treinamento (Figura 6). A remocéo dos
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tecidos foi efetuada apés a auséncia do reflexo da retirada da pata, no qual os animais
foram posicionados em pronacéo e realizada laparotomia mediana. Foram coletados
0s musculos esqueléticos extensor longo dos dedos (EDL), gastrocnémio (G) e so6leo
(S). Todos os tecidos foram pesados e armazenados em nitrogénio liquido, e outra
parte armazenada em formalina tamponada a 10% para avaliacdo histopatoldgica. O

sangue também foi coletado por puncao cardiaca.

Figura 6. Linha temporal da intervengéo realizada.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: CM: Carga Maxima; Sem: semana.

4.4 Anédlises

4.4.1 Anélise da metilacdo global do DNA

A analise epigenética foi baseada nos valores de metilagdo global do DNA.
Para isso, foi efetuada a extracdo do DNA gendmico dos musculos extensor longo dos
dedos (EDL), gastrocnémio (G) e séleo (S), e realizada a quantificacdo do DNA
metilado.

Etapa 1: Extracdo de DNA gendémico

A extracao de DNA gendmico dos musculos (EDL, G e S) foi realizada por meio
de protocolo padrao, no qual 50mg de tecido foram macerados e transferidos para
tubos onde foi adicionado 500ul de solu¢éo de lise, contendo Tris 1 M (pH 8), EDTA
0,5 M, SDS 10%, NaCl 5 M e H20 nuclease free; e adicionados 10ul de RNase A e




29

10ul de Proteinase K em cada tubo. As amostras foram colocadas em banho-maria a
55°C sob agitacdo a 700rpm, por cerca de 2h. Foram adicionados 500ul de solugéo
contendo fenol, cloroférmio e alcool isoamilico em propor¢gdes de 25:25:1,
respectivamente. Os tubos foram invertidos lentamente e, em seguida, centrifugados
em 12.000g, a 4°C por 10min. Posteriormente, a fase superior foi transferida para um
novo tubo. Foram adicionados 400ul de isopropanol e os tubos foram novamente
invertidos lentamente até ser possivel visualizar indicios do DNA no tubo. As amostras
foram centrifugadas em 12.000g, a 4°C por 10min, e o sobrenadante foi descartado.
Foram adicionados 200ul de etanol 75% lentamente e os tubos foram agitados em
vortex. Mais uma vez, os tubos foram centrifugados em 12.000g, a 4°C por 10min. O
sobrenadante foi entdo descartado, e o tubo foi deixado aberto em temperatura
ambiente para completa secagem. Por fim, as amostras foram ressuspensas com
100ul de H20 nuclease free e armazenadas a -20°C.

Etapa 2: Andlise da concentracdo de DNA

Para verificar a concentracdo de DNA em cada amostra, foi realizada a
dosagem em espectrofotometro (Gene Quant Pro DNA/RNA Amersham Biosciences,
Austin, EUA).

Etapa 3: Quantificagcdo do DNA metilado

Para a analise de metilacdo do DNA, foi utilizado o kit de quantificacdo de DNA
metilado (Sigma Aldrich, Saint Louis, Estados Unidos da América), seguindo as
instrucdes do manufaturante. Resumidamente, foram adicionados 30uL de DNA
diluido em DNA binding solution em cada poco da placa. A placa foi entdo coberta e
incubada a 37°C por 60min. Apds esse tempo, foram adicionados 150uL de block
solution em cada poco, e incubado novamente a 37°C por 30min. Em sequéncia, a
placa foi lavada 3x com 150uL de tampéo de lavagem 1x. Na etapa de captura do
DNA metilado, o anticorpo de captura (1:100) foi diluido em tampéo de lavagem 1x e
adicionados 50uL em cada pog¢o. As amostras foram incubadas por 60min em
temperatura ambiente. Em seguida, os pocos foram lavados 4x em 150ul de tampé&o
de lavagem 1x. O anticorpo de detecc¢éo (1:1.000) foi diluido em tamp&o de lavagem,
e adicionados 50uL em cada poco. Novamente, a placa foi coberta e incubada por
30min em temperatura ambiente. As amostras foram lavadas 5x com 150uL de
tampdao de lavagem 1x. Para concluir a deteccao, foi adicionado o developing solution
(100uL), a placa foi coberta e incubada em temperatura ambiente por

aproximadamente 5min, sendo monitorada a reacdo por alteracdo de cor. Apos a
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percepcdo de mudanca de coloracdo, foram adicionados 50uL de stop solution,
alterando novamente a cor da reacéo, para finalmente a placa ser lida em absorbancia
de 450nm em leitor de microplacas (BioTek ELx808, Alemanha). Os valores
encontrados foram calculados e apresentados em porcentagem em fungéo do DNA

metilado padrao.

4.4.2 Analise do teste de Carga Madxima

Para a avaliacdo e acompanhamento dos ganhos relacionados a forca
muscular no periodo de intervencao, foi utilizado o teste de Carga Maxima (CM).
Propomos aplicar esse teste em trés momentos: 1) antes de iniciar a intervengéo, a
fim de avalia-los quanto a atual forca com base na maior carga (g) que o animal
conseguisse escalar, 2) ao fim da 4% semana do protocolo, com intuito de observar
possiveis ganhos ja nesse periodo, e para readaptar a CM, e 3) ao fim do treinamento,
para a analise do efeito deste protocolo de 8 semanas.

Em cada sessédo de intervencao foram realizadas pontuacfes referentes ao
desempenho do animal no treino. A classificacdo de desempenho da escalada foi
dividida em: i) excelente, ii) regular, iii) realizou sem carga, e iv) ndo realizou. Cada
classificagao continha uma pontuacéao por escalada, sendo: excelente = 3; regular =2;
sem carga = 1; ndo realizou = 0. Ao final, essas pontuacdes foram somadas, na qual
a classificacdo de cada sesséao foi de 0 a 9. Pontuacfes de 0-4 foram consideradas
“baixa aderéncia”, de 5-7 “média aderéncia” e 8-9 “alta aderéncia”. Esses dados foram
tabulados e apresentados para uma melhor compreensdo da qualidade do

treinamento de cada animal.

4.4.3 Analise histopatoldgica (HE, TM e PAS)

Concluida a eutanasia, os musculos esqueléticos extensor longo dos dedos
(EDL), gastrocnémio (G) e soOleo (S) foram coletados. Esses tecidos foram
seccionados em corte transversal e adicionado a formol tamponado a 10% (Cinética
Indastria  Quimica, Brasil) durante 24 horas, e submetidos a processamento
histol6gico convencional, com inclusdo em parafina (Dinamica Reagentes Analiticos,
Brasil).

A importancia dessa analise se deu em observar alteracdes principalmente na

area de seccdo transversa, na propor¢cdo de tecido nado-contratii dos musculos
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esqueléticos coletados e na estocagem de glicogénio desses musculos. Para isso,
cortes de 4u foram adquiridos e corados pelo método de hematoxilina-eosina (HE)
(Dolles, Brasil) para analise estrutural do tecido, por tricrémio de Masson (TM) (Merck,
Alemanha) para quantificacdo das fibras coldgenas (n&o-contratil) e por &cido
periodico de Schiff (PAS) (Merck, Alemanha) para analise de estocagem de
glicogénio. O processamento das laminas foi realizado no Laboratério de Anatomia
Patologica da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), localizado no Campus |,
Presidente Prudente/SP. Vale ressaltar que a analise histopatoldgica ocorreu a cega
e desempenhada por um unico observador habilitado, utilizando-se microscépio 6ptico
comum (NIKON Labophot, Japao). A contagem das fibras musculares na coloracéo
HE foi realizada por uma medida de cinquenta fibras visiveis em campos de grande
aumento (CGA), correspondendo a cerca de 1mm?, em aumento de 400x.

4.4.4 Quantificacao das proteinas mitocondriais

Para avaliar o conteado de proteinas mitocondriais NRF2 (1:1000) e TFAM
(1:1000) em musculos esqueléticos (extensor longo dos dedos, gastrocnémio e soleo)
foi utilizado o ensaio de Western Blotting.

Etapa 1: Extrac&o de proteinas de musculos

Em tubos de 2mL, cada tecido foi homogeneizado em tampéao de lise contendo
EDTA 10mM (pH 7), Tris base 100mM (pH 7,5), Pirofosfato de Na 100mM, Fluoreto
de Na 100mM, Ortovanadato de Na mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 2mM,
Aprotinina 1mg/mL e H20 destilada, sendo utilizada a propor¢cao de 60mg de tecido
para 600l de tampao (todos os componentes do tampéao foram adquiridos da Synth
(Synth, Diadema, Brasil) e Sigma (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Ap0s
homogeneizada, foram adicionados 60ul de Triton 10% e agitada em vortex para, em
seguida, ser incubada no gelo por 40min. As amostras foram centrifugadas a 12.000g,
por 30min, a 4°C. Ao final, o sobrenadante foi transferido para novo tubo e estocado
em freezer -20°C até dosagem de proteinas totais.

Etapa 2: Dosagem de proteinas totais

A avaliacdo da concentracdo de proteinas foi realizada pelo método de
Bradford, com leitura em 590nm. Para isso, foi realizada a diluicdo das amostras em
25x e preparada a curva padrdo utilizando BSA em 8 diferentes concentragdes
(Img/mL, 0,75mg/mL, 0,5mg/mL, 0,4mg/mL, 0,2mg/mL, 0,1mg/mL, 0,05mg/mL e



32

Branco). Para a preparacdo do reagente de Bradford (Bio-Rad, Dye Reagent
Concentrate, Hercules, EUA), foi utilizada a proporcdo de 1:5. Por fim, foram
adicionados 6ul de amostra e 294l do reagente Bradford diluido, para que fosse
realizada a leitura da absorbancia em leitor de microplacas (BioTek ELx808,
Alemanha).

Etapa 3: Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de
Sodio (PAGE-SDS)

Finalizada a etapa de dosagem de proteinas totais, 30ug de proteina de cada
amostra foram fervidas por 5min em tampé&o de Laemmli constituido por Tris HCI 1
M (pH 6,8), glicerol 15%, azul de bromofenol 0,05%, SDS 10% e mercaptoetanol 6%,
para que, posteriormente, as amostras fossem aplicadas em gel de poliacrilamida
com Gel de empacotamento (stacking gel) a 4% contendo acrilamida e bisacrilamida
12%, Tris 0,5 M (pH 6,8), SDS 10% (dodecil sulfato de sodio), APS 1,5% (persulfato
de amonia), Temed e H20 destilada; e Gel de separacdo (resolving gel) a 12%
constituido por acrilamida e bis+acrilamida 30%, Tris 1,5 M (pH 8,9), SDS 10%, APS
10%, Temed e H20 destilada. A corrida eletroforética ocorreu em Tamp&o (running
buffer) contendo Tris 25mM, glicina 192mM, SDS 0,1%, EDTA 2H20 e H20 destilada.
Uma aliquota de marcador (8ul) com proteinas de peso molecular (Thermo Scientific)
conhecido foi sempre aplicada na primeira coluna (lane) de cada gel.

Na sequéncia, foi efetuada a transferéncia das proteinas do gel para uma
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad). A transferéncia das proteinas do gel para a
membrana foi realizada em tampao Tris 25 mM, Glicina 192 mM e Metanol 20%. No
final da transferéncia, a membrana foi corada com vermelho Ponceau, por cerca de
10 min, para avaliar a qualidade da transferéncia e também para utilizacéo para a
normalizacdo do contetdo da proteina alvo. A membrana foi lavada em uma solucéo
basal contendo solucédo salina tamponada com Tris 1M pH 7,5 + Tween 20 0,1%.

Etapa 4: Immunoblotting

A membrana foi incubada em solugéao bloqueadora (Tris HCI 0,05 M, Tween
20; NP-40, azida sodica e albumina 5%) por 1h em temperatura ambiente. Apos o
bloqueio, as membranas foram lavadas rapidamente com PBS 1x e incubadas com
o anticorpo especifico: anti-NRF2 (1:1.000, Abcam cat #89443), anti-TFAM (1:1.000,
Abcam cat #119684).

Em seguida, a membrana foi lavada e incubada com IgG anti-coelho

juntamente com HRP (Jackson ImmunoResearch Lab) diluido 1:5.000 em solucdo
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de bloqueio durante 1h em temperatura ambiente. Apds, a membrana foi lavada e as
bandas foram detectadas por quimioluminescéncia com solucdo Clarity™ Western
ECL Substrate (Bio—Rad, CA, EUA). As membranas foram expostas a um
fotodocumentador (Amersham Imager 600 - GE Healthcare, EUA). A abundancia de
proteinas foi estimada por analise densitométrica das bandas usando o software
gratuito ImageJ (NIH). O carregamento de proteina foi normalizado por membranas

coradas com Ponceau.

4.4.5 Analise de consumo de oxigénio

A avaliagdo do consumo de oxigénio mitocondrial foi feita por intermédio de um
sensor desenvolvido Grupo de Pesquisa em Eletroanalitica e Sensores (GPES) do
Prof. Dr. Marcos Teixeira do Departamento de Quimica e Bioquimica da FCT/UNESP,
campus Presidente Prudente.

A andlise foi executada conforme descrito no estudo de Olean-Oliveira et al.
(2019). Para avaliar o consumo de oxigénio pela célula muscular, primeiramente foi
feita a preparacdo do musculo esquelético gastrocnémio dissecando 2mg de tecido
em meio MIRO5 em agitacdo constante. Depois de preparado, o tecido foi incubado
em tampao BIOPS contendo 0,5 mmol/L de EGTA, 3,0 mmol/L de MgCl2, 60 mmol/L
de &cido lactobidnico, 20 mmol/L de taurina, 10 mmol/L de KH2POa4, 20 mmol/L de
HEPES, 0,11 mol/L de D-sacarose e 1g/L de BSA em 37°C. As taxas respiratorias: i)
Routine (R) — atingida apods adicdo das mitocondrias, ii) Leak (L) — atingida apos
adicdo de 5 mmol/L de piruvato, e iii) OXPHOS (P) — atingida ap6s adi¢do de 5 mmol/L
de succinato foram calculadas pela média das 3 ultimas medidas ap6s atingir o steady

State.

5. ANALISE E TRATAMENTO ESTATISTICO

5.1 Andlise estatistica geral

Os valores foram expressos em meédiatdesvio padrdo e/ou intervalo de
confianga de 95%. Foi utilizado o teste T de Student ndo pareado, assumindo a

normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, com n-1 de graus de liberdade.
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O nivel de confianca adotado foi de 95%, com valores de P inferiores a 5%
considerados estatisticamente significantes. O software utilizado para a analise dos
dados foi 0 SPSS Statistics versao 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

5.2 Descricao da analise estatistica de cada variavel

Para a analise bioquimica dos animais foi utilizada estatistica descritiva sendo
os valores apresentados em média, desvio padrédo e limite inferior e superior do
intervalo de confianca (IC) de 95%. A normalidade foi verificada por meio do teste
Shapiro-Wilk, em que, para todas as variaveis a hormalidade foi comprovada. Apds a
analise geral dos dados, foi realizada a comparacao entre grupos utilizado o teste T
de Student ndo pareado.

Para a comparacao da diferenca do peso corporal inicial (12 semana) e final
(132 semana) entre grupos o teste T Student pareado foi recorrido, uma vez que o
conjunto de dados dessa diferenca apresentou normalidade. J4 para analise do peso
corporal dos animais ao decorrer do estudo, foi utilizada estatistica descritiva pelo
teste ANOVA para medidas repetidas com ajuste do Bonferroni apenas com o fator
tempo. Para avaliar o ganho de peso ao decorrer das semanas entre grupos, foi
utilizado o teste ANOVA para medidas repetidas com ajuste do Bonferroni utilizando
fator tempo e intervencdo. Uma vez que houve significancia no teste de esfericidade
de Mauchly (<0,0001) foram considerados valores de P com corre¢ao do Greenhouse-
Geisser (0,131).

Na analise de consumo de racdo também foi utilizado o teste ANOVA para
medidas repetidas com ajuste do Bonferroni. Novamente, no teste de esfericidade de
Mauchly foram considerados valores de P com corre¢do do Greenhouse-Geisser
(0,221). E valido ressaltar que nao foi possivel realizar a analise considerando além
do tempo, a relagdo entre grupos. Isso porque os animas foram aleatorizados, e a
distribuicdo por gaiolas ndo permitiu essa avaliacdo, ja& que houve casos em que 0s
animais da dupla eram de grupos distintos.

Para analise da forgca muscular dos animais treinados, foi realizado trés testes
de CM ao longo da intervencéo. Para avaliar estes trés momentos foi utilizado o teste
ANOVA para medidas repetidas com ajuste do Bonferroni, utilizando fator tempo. No

teste de Mauchly foi encontrado valor superior a 5% (0,555), sendo assumida a
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esfericidade para analise. Ja para comparacdo do momento pré e pos, foi utilizado
teste Wilcoxon visto que os dados foram néo parameétricos (<0,0001).

Para andlise geral dos dados referentes a metilagcdo global do DNA, foi
realizada estatistica descritiva nos trés muasculos (EDL, G e S) considerando os dois
grupos juntos (n=10). J& para a analise descritiva da comparacao entre 0s grupos, foi
realizado o teste de normalidade para o conjunto de dados de cada um dos trés
musculos, seguindo a estatistica para analise paramétrica destes dados.

Na andlise da coloragdo em Hematoxilina-Eosina (H.E), o teste de normalidade
foi realizado para cada um dos musculos, ndo havendo diferenca entre os dados de
um mesmo grupo, como também entre 0s grupos. Seguindo, portanto, para
comparacao dos grupos pelo Teste T independente. Para andlise da coloracdo do
Tricrémio de Masson (TM), a normalidade também foi comprovada em cada grupo e
entre os grupos de cada musculo, seguindo para o Teste T independente. Por fim, na
andlise da coloracdo Acido Periédico de Schiff (PAS), a normalidade foi testada e
confirmada pelo teste Shapiro-Wilk para os musculos gastrocnémio e séleo, seguindo
para comparacdo dos grupos pelo Teste T independente. JA o musculo EDL
apresentou diferenca no teste de normalidade Shapiro-Wilk no grupo Treinado
(0,005), seguindo, portanto, para o teste ndo paramétrico (Mann-whitney).

Na analise do consumo de oxigénio do musculo gastrocnémio, foi realizada a
andlise comparando os grupos. A normalidade pelo teste Shapiro-Wilk foi realizada
para cada uma das variaveis que caracterizam o experimento (SCRSucc, RCRADP,
FCRL, FCRPI), ndo havendo diferenca entre os grupos. Seguindo para o teste
paramétrico, a igualdade de variancia pelo teste de Levene nao foi assumida para as
variaveis SCRSucc (0,028) e FCRPI (0,030), ja para RCRADP e FCRL, essa
igualdade foi assumida.

Para andlise de proteinas mitocondriais (NRF2 e TFAM) em cada musculo a
normalidade pelo teste Shapiro-Wilk foi testada, havendo homogeneidade nas
amostras do mesmo grupo e entre grupos. Seguindo para o teste paramétrico, 0os
valores de NRF2 para todos os musculos ndo obteve diferenga estatisticamente
significante. Também para a expressao da proteina TFAM, ndo houve diferenca entre
grupos.

Como néo foram obtidas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos em todas as variaveis (exceto para forca muscular — amostras dependentes);

nao foi possivel realizar analise de tamanho de efeito (d de Cohen). Vale lembrar que
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em todas as analises utilizou-se do software SPSS versdo 20.0 considerando

significancia estatistica valor de P inferior a 5% (p<0,05).

6. RESULTADOS

6.1 Dados de peso corporal

Na tabela 1 é possivel observar a comparacéo dos resultados de peso inicial,
peso final e follow up (12 semana (-) 132 semana) entre 0s grupos. Na andlise da
evolugdo do peso corporal, observou-se que para o fator tempo, houve diferenca
significativa em ambos os grupos (p= <0,0001). J& na interac&o intervencao e tempo,
nao foi encontrada diferenca significante (p= 0,124), assim como nao foi
estatisticamente significante o fator intervencao (p= 0,210). Por outro lado, ao analisar
a figura dos valores de média dos pesos corporais (Figura 7), o grupo C apresentou
uma tendéncia média superior a do grupo T, porém, o desvio padréo ultrapassa essa

média.

Tabela 1. Comparacéo do peso corporal inicial, final e seguimento entre grupos.

Peso inicial (g) Peso final () Delta A (g)
Controle 255,91 478,91 223,91
(n=11) (17,68) (41,31) (43,72)
Treinado 262,00 455,45 193,45
(n=11) (23,26) (54,37) (55,74)
P-valor 0,3702 0,7842 0,885

Notas: Dados expressos em média (desvio padrdo). Legenda: g = grama; delta = diferencga entre peso
inicial e final (ganho de peso corporal); 2= p-valor do Teste T Student ndo pareado; P = p-valor do Test

T Student pareado (follow-up 12 e 132 semana).
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Figura 7. Ganho de peso corporal por grupo.

e Treinado (Nn=11) == Controle (n=11)
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Notas: Representagéo grafica dos valores em média e desvio padrdo de peso corporal dos animais.
N=11/grupo. P-valor: 0,124 (fator tempo e intervencao); <0,0001 (fator tempo, para ambos 0s grupos);

0,210 (fator intervengéo). Valores de P: Greenhouse-Geisser. Legenda: g= grama.

6.2 Consumo geral de racao

Com a distribuicdo aleatéria dos animais por gaiola, o consumo da ragao foi
acompanhado semanalmente. E possivel visualizar o comportamento do consumo na

Figura 8.
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Figura 8. Consumo de racdo durante as semanas.
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Notas: Representacdo grafica dos valores em média e desvio padrdo de consumo de ragdo pelos
animais durante as semanas. N=22. P-valor Greenhouse-Geisser= 0,001 (fator tempo). Legenda: g=

grama.

Os animais tiveram um comportamento estavel em relacdo a alimentacdo
semanal. Curiosamente, na semana anterior a eutanasia, houve uma elevacao
consideravel desse consumo. No teste utilizado para a analise desse consumo pelos
animais, foi observado uma diferenca estatisticamente significante no que diz respeito
ao fator tempo (p= 0,001). Apesar da pequena discrepancia encontrada no consumo
da 122 semana, o teste foi rodado sem esta e mesmo assim obteve valor significativo

(p=0,005), assim como, sem a 112 e 122 semanas (p= 0,042).

6.3 Ganhos de forca pelos testes de Carga Maxima

O teste de Carga Maxima (CM) foi realizado nos animais treinados para a
devida avaliagdo do ganho de forca muscular no periodo de intervencdo. A
apresentacao dos valores de cada teste encontra-se na tabela 2. O ganho de forca
dos animais através da evolucdo de cada teste de carga maxima obteve significAncia

estatistica (<0,0001).
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Tabela 2. Valores dos testes de Carga Maxima.

Média Desvio Padréo
(9) (9)
1° Teste de Carga Maxima 273,91 40,05
2° Teste de Carga Maxima 304,36 35,65
3° Teste de Carga Ma&xima 361,55 42,32

Notas: Dados expressos em média e desvio padrdo. Amostra contendo animais do grupo Treinado
(n=11). P-valor: <0,0001 (fator tempo). Legenda: g= grama.

A figura 9 apresenta a evolucéo nos testes de CM de cada animal. E possivel

observar a singularidade do animal, na qual cada um apresentou tracos, valores e
periodos individualizados de ganho.
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Figura 9. Ganho de forca acompanhado pelo teste de Carga Maxima.
Teste 1 e=——=TesSte 2 e==Teste 3
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T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11
Grupo Treinado (n=11)

Notas: Representacdo grafica dos valores absolutos da carga maxima de cada animal nos trés testes

realizados. Teste 1= primeiro teste de CM, sendo efetuado na primeira semana de intervencgéo; Teste

2= segundo teste de CM realizado na quinta semana de interven¢éo; Teste 3= dltimo teste de CM

realizado no final da oitava semana de intervencéo. Legenda: g= grama; CM= carga maxima; T (1 a

11)= treinado, referente a cada animal deste grupo.

Na analise dos momentos em que estes animais obtiveram maior ganho de
forca refletido nos testes de carga maxima, a figura 10 foi realizada com os valores
das evolucgbes. Realizando célculo subtraindo os testes, obteve-se os valores de Delta
1 e Delta 2, no qual expde a trajetéria do ganho de cada animal.
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Figura 10. Momentos de ganho de forca pelo teste de Carga Maxima.
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T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11
mDelta2 -21 83 33 49 97 50 49 88 70 58 73
mDeltal 51 54 40 25 6 70 0 29 0 0 60

Grupo Treinado (n=11)

Notas: Delta 1: diz respeito ao valor encontrado para cada animal quando realizada a subtracdo do
valor obtido no primeiro e segundo teste de caga méaxima (Teste 2 de CM (-) Teste 1 de CM); Delta 2:
diz respeito ao valor encontrado para cada animal quando realizada a subtragdo do valor obtido no
segundo e terceiro teste de carga maxima (Teste 3 de CM (-) Teste 2 de CM). Legenda: g= grama; T

(1 a 11)= treinado, referente a cada animal pertencente ao grupo.

Para avaliar o ganho total obtido por estes animais considerando o0 momento
pré e pos intervencao, foi realizada a analise do teste de carga maxima 1 e 3, em que
este ganho foi estatisticamente significante (p= 0,003) (Figura 11).



42

Figura 11. Momentos pré e pos intervencao pelo teste de Carga Maxima.
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Notas: Representacdo dos momentos pré e pés intervencao utilizando o Teste de Carga Maxima como
ferramenta de avaliacdo da forca muscular. P-valor: <0,003. Legenda: g= grama; T (1 a 11)= treinado,
referente a cada animal do grupo.

6.4 Dados de aderéncia ao treinamento

A aderéncia de cada animal foi acompanhada e avaliada em cada dia de
intervencdo. Dessa forma, foi possivel analisar com maior subsidio a eficacia do
exercicio frente as analises propostas. O indice de aderéncia de cada animal esta
representado na Figura 12.
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Figura 12. Aderéncia de cada animal ao treinamento.
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Pontuacdo cumulativa

Notas: Representacéo grafica da aderéncia ao treinamento por sesséo para cada animal. A pontuacao
foi distribuida de maneira cumulativa, sendo o valor maximo alcancado 210 (soma total). A pontuacéo
minima por sesséo foi de 0, e maxima de 9. Pontuagfes de 0-4 foram consideradas “baixa aderéncia”,
de 5-7 “média aderéncia” e 8-9 “alta aderéncia”. Legenda: T (1 a 11)= treinado, referente a cada animal

do grupo.

6.5 Valores de metilacdo global do DNA (EDL, G e S)

A metilacdo global do DNA foi quantificada e calculada para obtencdo dos
resultados em porcentagem (%). Na tabela 3, encontram-se os valores de estatistica

descritiva geral dos dados.
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Tabela 3. Valores gerais de metilacdo global do DNA.

Média Desvio IC 95%
(%) Padrao (%)
(%)
EDL (n=10) 33,56 24,82 5,93 - 82,96
G (n=10) 72,82 7,45 58,15 -87,78
S (n=10) 27,78 21,73 2,96 — 67,04

Notas: Dados expressos em média, desvio padrdo (DP) e intervalo de confianca de 95% (IC 95%).

N=10. Legenda: EDL= extensor longo dos dedos; Gastro= gastrocnémio; %= porcentagem.

A metilacdo global do DNA foi quantificada e calculada para obtencéo dos
resultados em porcentagem (%). Na tabela 4, encontram-se os valores de estatistica
descritiva de comparacao dos grupos Controle vs. Treinado. Ja na figura 13 é possivel
visualizar e comparar o padrdo de metilacdo de cada musculo e grupo. Por fim, na
figura é possivel observar o comportamento de cada amostra para cada tecido e

grupo.

Tabela 4. Comparacédo dos dados de metilacdo global do DNA entre grupos.

Controle Treinado
(n=5) (n=5)
Média DP IC 95% Média DP IC 95%

EDL (%) 45,183 30,04 13,33-82,96 21,94 9,88 5,93 - 32,96

G (%) 71,202 7,61 58,15-77,04 74,44 7,77 68,52 -87,78

S (%) 23,70 24,56 2,96 - 65,19 31,85 20,43 18,15-67,04

Notas: Dados expressos em média, desvio padréo (DP) e intervalo de confianga de 95% (IC 95%) para
cada grupo e musculo. Legenda: EDL= extensor longo dos dedos; Gastro= gastrocnémio; %=

porcentagem.
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Figura 13. Representacao dos valores de metilagdo nos musculos.
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Notas: Metilagdo global do DNA. Valores médios expressos em % média de metilagdo +/- IC 95%. N=
5/grupo. Legenda: EDL= extensor longo dos dedos; Gastro= gastrocnémio; %= Porcentagem; IC 95%=
Intervalo de Confianca de 95%.

Figura 14. Comportamento da metilagdo em cada musculo.
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Notas: Metilagdo global do DNA para cada musculo. Foi realizada a duplicada do valor de cada
amostra, para melhor visualizagdo do comportamento da metilagdo. Valores médios expressos em %
de metilacédo +/- IC 95%. N= 5/grupo. Legenda: A) Masculo extensor longo dos dedos (p= 0,437 T vs.
C). B) Mdusculo gastrocnémio (p= 0,929 T vs. C). C) Musculo séleo (p= 0,976 T vs. C). Em todos os

casos, na comparagdo entre os grupos T vs. C, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes.
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6.6 Histopatologia (EDL, G e S)

Na figura 15 encontra-se imagens do musculo extensor longo dos dedos (EDL),
ja a figura 16 refere-se a analise do musculo gastrocnémio (G), e por fim, a figura 17
do musculo séleo (S) para todas as coloragdes histologicas avaliadas: HE, TM e PAS.
N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos (T vs. C) para tamanho de
fiboras musculares, depésito de colageno ou concentragdo citoplasmatica de

glicogénio.

Figura 15. Andlise histopatoldgica do musculo EDL.

Notas: Andlise histopatoldgica do musculo extensor longo dos dedos (EDL). N= 11/grupo. Legenda:
Coloragéo HE: A) grupo Treinado, B) grupo Controle (p= 0,799 T vs. C). Coloragdo TM: C) grupo
Treinado, D) grupo Controle (p= 0,556 T vs. C). Coloracdo PAS: E) grupo Treinado, F) grupo Controle

(p= 0,556 T vs. C). Todas as coloracdes foram analisadas em aumento de 400x.
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Figura 16. Analise histopatol6gica do musculo G.

Notas: Andlise histopatologica do musculo gastrocnémio (G). N= 11/grupo. Legenda: Coloracédo HE:
A) grupo Treinado, B) grupo Controle (p= 0,778 T vs. C). Colora¢do TM: C) grupo Treinado, D) grupo
Controle (p= 0,268 T vs. C). Coloracao PAS: E) grupo Treinado, F) grupo Controle (p= 0,459 T vs. C).

Todas as coloragdes foram analisadas em aumento de 400x.

Figura 17. Andlise histopatol6gica do masculo S.

Notas: Analise histopatol6gica do musculo séleo (S). N= 11/grupo. Legenda: Colora¢@o HE: A) grupo
Treinado, B) grupo Controle (p= 0,748 T vs. C). Coloracéo TM: C) grupo Treinado, D) grupo Controle
(p=0,531 T vs. C). Coloracdo PAS: E) grupo Treinado, F) grupo Controle (p= 0,808 T vs. C). Todas as

coloragbes foram analisadas em aumento de 400x.
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6.7 Dados de consumo de oxigénio (G)

Na andlise de respiracdo mitocondrial realizando no musculo gastrocnémio,
nao foram encontradas diferencas significantes entre os grupos, como apresentado

na Tabela 5.

Tabela 5. Valores de consumo de oxigénio entre grupos.

Controle Treinado
(n=7) (n=7)
Média DP IC 95% Média DP IC 95%
SCRSucc 1,040 0,056 0,93-1,11 0,921 0,170 0,63-1,11
RCRADP 1,186 0,587 0,40 — 2,30 1,257 0,199 1,00-1,60
FCRL 1,051 0,657 0,40 — 2,42 0,916 0,245 0,68-1,29
FCRPI 0,964 0,057 0,90 -1,08 1,121 0,237 0,90-1,58

Notas: Dados expressos em média, desvio padrdo (DP) e intervalo de confianca de 95% (IC 95%).
N=7/grupo. P-valor: 0,121 SCRSucc; 0,766 RCRADP; 0,618 FCRL; 0,134 FCRPI. Legenda: SCRSucc
= Substrate Control Ratio for Succinate; RCRADP = Respiratory Control Ratio for ADP; FCRL = Flux

Control Ratio for Leak Respiration; FCRPI = Flux Control Ratio for Complex I.

6.8 Quantificacdo de proteinas NRF2 e TFAM (EDL, G e S)

Na andlise da expresséao de proteinas mitocondriais (NRF2 e TFAM) nao foram
encontradas diferencas entre os grupos independente do muasculo. A figura 18
corresponde a imagem de uma tipica membrana corada com Ponceau — S, utilizada
para normalizagao dos resultados aferidos por densitometria dos “blots” no ensaio de
Western Blotting. A figura 19 refere-se as imagens tipicas dos blots obtidos na
avaliacdo da expresséo da proteina NRF2 e TFAM em cada musculo.

J& as figuras 20 e 21 correspondem aos valores das andlises de expressao
proteica entre grupos. Nao se observou diferenca estatisticamente significante entre
0S grupos para a proteina NRF2: EDL (p= 0,0641), G (p= 0,7116) e S (p= 0,9510);
assim como para a proteinas= TFAM (p= 0,1677; p= 0,7037 e p= 0,6088,

respectivamente).
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Figura 18. Blots das amostras em ensaio de Western Blotting.

Notas: Blots das amostras em ensaio de Western Blotting. N=6/grupo. Legenda: Exemplo de
membrana de nitrocelulose corada com Ponceau S em que foram transferidas as proteinas do gel de
poliacrilamida, destacando-se, em amarelo, duas faixas com peso molecular referente a proteina de
interesse (NRF2 e TFAM, respectivamente).

Figura 19. Blots das amostras dos musculos EDL, G e S.

A 75 kDa
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NRF2 37 kDa
cCT CTOT CT
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Notas: Blots das amostras para cada musculo intercaladas entre grupos, em ensaio de Western
Blotting. N=6/grupo. A) musculo Extensor longo dos dedos (EDL); B) Gastrocnénio (G); e C) Séleo (S).
Legenda: C= controle; T= treinado.

Figura 20. Expresséo da proteina mitocondrial NRF2.
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Notas: Expressao da proteina NFR2 nos musculos: A) Extensor longo dos dedos (p= 0,0641 T vs. C).
B) Gastrocnémio (p= 0,7116 T vs. C). C) Séleo (p= 0,9510 T vs. C). Valores médios expressos em
UA/ug de proteina +/- DP. N= 6/grupo. Legenda: UA/ug= Unidades Arbitrarias por micrograma; DP=
Desvio Padréo.
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Figura 21. Expresséao da proteina mitocondrial TFAM.
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Notas: Expressédo da proteina TFAM nos musculos: A) Extensor longo dos dedos (p=0,1677 T vs. C).
B) Gastrocnémio (p= 0,7037 T vs. C). C) Séleo (p= 0,6088 T vs. C). Valores médios expressos em
UA/ug de proteina +/- DP. N= 6/grupo. Legenda: UA/ug= Unidades Arbitrarias por micrograma; DP=
Desvio Padréo.

7. DISCUSSAO

N&o sdo recentes as descobertas em relacdo a epigenética. Na década de 40,
Waddington (WADDINGTON, 1942) j4 havia proposto uma nova forma de
compreender as adaptacdes do organismo em seu processo de desenvolvimento.
Apesar de se caracterizar como uma tematica que vém sendo estudada h&a décadas,
suas areas de observacao estao sendo cada vez mais destrinchadas, como € o caso
da epigenética do exercicio. Alguns autores ndo encaram a epigenética como algo
gue se desvincula do fator hereditario (DEANS et al., 2015); no entanto, a ideia de que
modulacdes a niveis moleculares ocasionadas por fatores externos poderiam
desencadear tais alteracdes j4 no proprio individuo, possibilitou a investigagdo de
mudangas sem incorporar a questao da hereditariedade (JACQUES et al., 2019;
GARCIA et al., 2022; SEABORNE et al., 2018; NITERT et al., 2012).

Dessa forma, os estudos na area da epigenética do exercicio trouxeram uma
nova perspectiva para solucionar lacunas sobre como o organismo se adapta a essa

intervencao externa, e, no caso desse estudo, se altera¢des no fendtipo (como ganho
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de forca, hipertrofia, entre outros) estéo relacionadas com marcador epigenético em
musculatura esquelética, bem como almejando compreender se ha distincdo nessa
relacéo nos diferentes tipos de fibras musculares (oxidativa, glicolitica e mista).

Com base nos resultados do presente estudo, foi possivel observar que o
treinamento resistido dinamico (TRD) de 8 semanas foi capaz de aumentar a forca de
escalada dos animais treinados 3x por semana (totalizando 24 sessfes), no qual esse
aumento crescente foi potencializado na observagao da diferenga entre o primeiro e
terceiro teste de Carga Maxima (CM). Isso corroborou com alguns estudos utilizando-
se da mesma intervencdo com 0 mesmo ou menor tempo e/ou frequéncia de
treinamento (PADILHA et al., 2019; AAMANN et al., 2019; DENHAM et al., 2016; KIM
et al., 2015). Essa diferenca expressiva de ganho de for¢a reforca o ja estabelecido
mecanismo de adaptacao neural, condicao fisioldgica que tem sido alvo de estudos
ha décadas. Skarabot et al. (2021) relatam nessa revisdo 0s possiveis mecanismos
gue levam a essa adaptacéo inicial, e, apesar da ndo compreensao exata sobre o
local em que isso ocorre, ha indicios que tais adaptagces se baseiam, de forma geral,
nas mudancas estruturas corticais e/ou subcorticais.

A porcentagem de metilacdo global do DNA néo foi alterada entre os grupos e
em nenhum dos trés tipos de fibras musculares com o treinamento resistido dinamico.
Com base nos valores obtidos, percebeu-se uma grande variabilidade entre os grupos
e entre as amostras de um mesmo grupo. Curiosamente, destaca-se na fibra muscular
mista glicolitica-oxidativa (musculo gastrocnémio) um comportamento de
hipermetilacdo bem pronunciado, para ambos 0s grupos. Uma revisdo sistematica
(JACQUES et al., 2019) avaliou estudos que objetivaram investigar marcadores
epigenéticos em musculatura esquelética de humanos. Quando observada a
metilacdo do DNA em genoma amplo como o marcador epigenético de interesse,
Nitert et al. (2012), Lindholm et al. (2014), Robinson et al. (2017) e Seaborne et al.
(2018) realizaram trabalhos utilizando-se do treinamento (resistido, aerébio ou ambos)
para avaliar a metilacdo do DNA, no qual os resultados foram bastante heterogéneos.
Seaborne et al. (2018) foi 0 unico estudo utilizando apenas o treinamento resistido,
sendo realizado 3x por semana, em homens jovens saudaveis. O protocolo foi de 1
sessdo aguda de treinamento resistido, seguido de 7 semanas de treinamento, 7
semanas de destreinamento e, por fim, 7 semanas de retreinamento. Os autores
encontraram valores maiores nas posi¢coes diferencialmente metiladas (DMPSs),

associando tais areas hipometiladas com a hipertrofia muscular encontrada. Uma das
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limitacbes do presente estudo foi a auséncia de avaliacdo da expresséo génica das
enzimas envolvidas no processo de hiper e hipometilacéo.

Nesse sentido, pode-se notar a baixa quantidade de estudos avaliando a
metilagdo do DNA relacionada ao treinamento resistido em diferentes tipos de fibras
musculares, e, ainda, na compreensdo da relacdo com o fendtipo adquirido. No
entanto, no presente estudo foi possivel observar que a hipermetilacdo encontrada na
fibora muscular mista foi a alteragdo mais pronunciada e estavel, porém, até onde
sabemos, ndo ha nenhuma evidéncia que explique tal resultado.

Na analise histopatolégica dos musculos, ndo foram encontradas diferencas
entre os grupos. Na coloracdo HE, na qual objetivamos analisar o diametro das fibras
musculares, os resultados evidenciaram que hipertrofia ndo foi conquistada, sendo
uma das possiveis adaptacdes frente ao exercicio fisico. Esse resultado vai de
encontro com uma revisdo sistematica (LOURENCO et al., 2020) que utilizou o
treinamento resistido no modelo de escada para roedores, em que foram avaliados
desfechos como a forga e hipertrofia muscular, e, no caso da hipertrofia, evidenciou-
se uma variabilidade dos resultados a depender do tipo de fibra avaliado. Mesmo
assim, com base na grande variabilidade de resultados, em uma analise de
subgrupos, nao foi encontrado efeito global significativo (incluindo os trés tipos de
fibras musculares avaliados no presente estudo). Uma vez que o treinamento ocorreu
3x por semana durante 8 semanas, acreditamos que o tempo e a frequéncia da
intervencgdo néo foram parametros suficientes para provocar aumento do diametro das
fibras pelo fator dose-resposta bem presente nesse tipo de adaptacdo muscular,
assim como, a auséncia de controle alimentar dos animais e/ou suplementacao
(FIGUEIREDO et al., 2018; RADAELLI et al., 2015; MORTON et al., 2018). Ja era
esperado que ndo ocorresse alteracdes nas fibras ndo-colagenas pela coloracdo MT,
assim como a estocagem de glicogénio avaliada pela coloracdo PAS, uma vez que os
animais eram saudaveis.

Foram avaliadas taxas de controle de fluxo de oxigénio as quais fornecem uma
impresséo digital de acoplamento e controle de substrato independentemente da
guantidade de mitocondria no tecido, e taxas de controle respiratorio e de substrato,
gue representam o aumento maximo no consumo de oxigénio mitocondrial que pode
ser atingido ao conduzir a fosforilagdo de ADP em ATP (OLEAN-OLIVEIRA et al.,
2019). Ambos o0s grupos apresentaram comportamento semelhante no que diz

respeito a estas taxas, evidenciando que 8 semanas de treinamento nao foram



54

suficientes para melhorar a capacidade respiratoria da musculatura desses animais,
pelo menos para a fibra muscular mista. E provavel que se tal analise fosse realizada
em fibra muscular glicolitica um incremento nas taxas e na atividade funcional
mitocondrial poderia ser observada, dada a caracteristica do treinamento de forga
empregado. A escolhe da fibra muscular mista tornou-se viavel pela quantidade de
material para os experimentos propostos, e para a compreensdo do treinamento de
forma sistémica.

A expressao de proteinas relacionadas a biogénese mitocondrial TFAM e NRF2
também n&o foi alterada com o treinamento resistido dindmico de 8 semanas. Esses
resultados podem ser explicados muito provavelmente pelo fato da intervencéo ter
sido realizada em tempo e/ou frequéncia relativamente menores quando comparado
aos estudos que encontraram resultados expressivos entre grupos (MARCANGELI et
al., 2022; ISLAM et al, 2019; KANG et al.,, 2013), especialmente naqueles que
possuiam grupos com alguma alteracdo substancial para que a intervencao
propusesse um papel protetor ou reversor de alguma condi¢ao adversa (YOUSSEF et
al., 2022; MARCANGELI et al., 2022; THEILEN et al., 2019). Uma recente reviséo
(MESQUITA, et al., 2021) trouxe informacdes referentes a biogénese ribossomal e
mitocondrial, sugerindo que o treinamento resistido prioriza a biogénese ribossomal,
e o treinamento aerobio, a mitocondrial. Apesar de amplo conhecimento sobre a forma
COmo 0s processos ocorrem, suas formas de andlise podem ser limitantes, como por
exemplo, quando se desconsidera os processos de degradacgao. Isso significa que a
grande maioria dos estudos, como 0 nosso, acabam por utilizar medidas indiretas para
avaliar a biogénese ribossomal ou mitocondrial, e poucos, medidas diretas — como
marcadores isotdpicos estaveis, no caso da biogénese mitocondrial. Além disso,
diferentes estudos mostraram uma variedade de respostas relacionadas a biogénese
ribossomal e mitocondrial, mas que ambas néo se caracterizam por competir/sobrepor
entre si. Umas das possibilidades é de que outros mediadores possam estar
interferindo na devida sinalizagdo de vias, mas que ainda ndo foram descritos
(MESQUITA et al., 2021).

O presente estudo propds analisar se 8 semanas de treinamento resistido
dindmico realizado 3x por semana alteraria um dos marcadores epigenéticos em fibras
musculares esqueléticas oxidativas, glicoliticas e mistas de ratos saudaveis, e se esse
marcador estaria envolvido nas alteracGes relacionadas ao fendtipo. Os achados

desse trabalho mostram que n&o é possivel relacionar o ganho de for¢ca obtido com a
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metilacdo global do DNA, independentemente do tipo de fibra muscular. Além disso,
o TRD nao foi capaz de provocar hipertrofia muscular nem aumentar a expressao de
proteinas envolvidas na biogénese mitocondrial, nem a capacidade respiratoria em
fibora muscular mista. Mesmo assim, foi possivel observar que o percentual de
metilacdo global do DNA foi extremamente variavel nas fibras musculares,
independente da intervencgao proposta. Ainda, o0 musculo gastrocnemio se diferenciou
por apresentar uma hipermetilagdo pronunciada, sugerindo, portanto, que cada tipo
de fibra muscular possui um potencial préprio de metilacdo global, com ou sem o

treinamento.

8. CONCLUSAO

Em conclusdo, podemos afirmar que o treinamento resistido dinamico (TRD)
de 8 semanas aumentou a forca muscular, mas ndo promoveu alteracées estruturais
e na atividade mitocondrial de fibras musculares oxidativa, glicolitica e mista de ratos
saudaveis. Além disso, o TRD nao alterou a metilagédo global do DNA em nenhum tipo
de fibra muscular. Porém, a porcentagem de metilacdo global do DNA foi
extremamente variavel nos diferentes tipos de fibras musculares independentemente
do TRD, sugerindo que cada tipo de fibra muscular possui seu préprio potencial de
metilacéo.
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ANEXO 1. Certificado CEUA local (FCT/UNESP).

e UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " J0LI0 DE MESQUITA FILHO"

Campus de Prescents Prodecte

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Efeito do treinamento resistido sobre
a fungdo mitocondrial e parametros secundarios em musculos esquelético
de ratos adultos jovens com membros posteriores previamente
imobilizados, protocolo n® 01/2020 sob responsabilidade de Patricia Monteiro
Seraphim que envolve a produgdo, manutengdo efou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata ( exceto o homem), para fins de
pesquisa cientificalou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decrteo n° 6899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS- CEUAS da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia da UNESP, campus de
Presidente Prudente, em reunido de 13.05.2020.

Vigéncia da autorizagao Até 30/06/2022
Espécie/linhagem/raca Rato Heterogénicol Wistar
' N° de Animais ' 50 B
' Pesolldade 200g/ 45 dias -
' Sexo o 50 machos
Origem Biotério Central da Unesp Campus de
Botucatu - SP

Faculdade de Ciéncas e Tecnologia
Comisséo de Etica no Uso de Animais

o 2

Prof. Dr. Audusto Cespando de Carvalho
Vice-Presidente da Comiss&o de Etica no Uso de Animais.

Rua Roberto Simonsen, 305 - CEP 18060-800 - Presidente Prudente - SP
Tel (18) 3226.53186 - fax (018) 3226-5488 ou (018) 3229-5303 - ceuaifct unesp br
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