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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar se a elevada sinalizacdo induzida pelo exercicio
realizado com reduzido conteudo de glicogénio muscular pode ser atribuida ao baixo contetdo
de glicogénio muscular por si ou pela realizacao de duas sessdes de exercicio com demasiada
proximidade. Neste cenario, dois diferentes regimes de exercicio, manipulando a duracéo da
recuperacao entre o primeiro e segundo exercicio (isto €, treinar duas vezes no mesmo dia
versus treinar diariamente), foram desenhados no presente estudo. Outra condicdo
experimental composta somente por um exercicio foi realizada como controle (isto €, sem
qualquer possivel influéncia do exercicio prévio e do reduzido conteddo de glicogénio
muscular). A hipétese do presente estudo é que a metodologia treinar duas vezes no mesmo
dia potencializard a transcricdo de genes relacionados a biogénese mitocondrial em
comparacdo com a metodologia treinar diariamente. No ensaio treinar diariamente, 0s
participantes realizaram o exercicio para deple¢éo do glicogénio muscular na noite anterior e
no inicio da tarde do dia seguinte realizaram a sessao de exercicio intervalado de alta
intensidade (EIAI). Na manha do ensaio treinar duas vezes no mesmo dia, 0s participantes
realizaram o exercicio para deplecdo do glicogénio muscular seguido duas horas depois pela
sessao EIAIl noinicio da tarde. Durante o ensaio controle, os participantes realizaram somente
a sesséao EIAI no inicio da tarde. Bidpsias do masculo vasto lateral e amostras de sangue
venoso foram coletadas antes, imediatamente apds e 3h ap0s a realizacdo das sessoes EIAI.
Antes da sesséao EIAIl, a concentracéo de glicogénio muscular foi similar nas condi¢des treinar
duas vezes no mesmo dia e treinar diariamente (p > 0,05), mas ambas foram menores do que
na condicao controle (p < 0,05). A concentracdo muscular de glicogénio diminuiu apos o EIAI
nas trés condigbes (p < 0,05), e manteve-se menor nas condi¢bes treinar duas vezes no
mesmo dia e treinar diariamente em comparagdo com a condigdo controle 3h apos EIAI (p =
0,001). O RNAmM da PGC-1a total e da isoforma 4 da PGC-1a foram maiores na condi¢cao
treinar duas vezes no mesmo dia comparado com as condi¢des treinar diariamente e controle
(p <0,05). Além disso, o RNAmM da PPARa foi maior na condi¢ao treinar duas vezes no mesmo
dia comparado as condigdes treinar diariamente e controle (p < 0,05). O RNAm da PPARB/d
foi maior na condig&o treinar duas vezes no mesmo dia comparado a condicdo controle pés
EIAI e maior quando comparado as condicdes treinar diariamente e controle 3h apos EIAI (p
< 0,05). Ademais, treinar duas vezes no mesmo dia aumentou a FC, VE e VO e diminuiu a
glicose plasmatica comparado as condic¢des treinar diariamente e controle (p < 0,05). Portanto,
evidéncias indicam que a realizacdo de duas sessGes de exercicio com demasiada
proximidade potencializa a transcricdo génica da PGC-1a, PPARa e PPARB/®, de forma
independente dos niveis iniciais de glicogénio muscular. Esses resultados sugerem que
treinar duas vezes no mesmo dia talvez seja uma estratégia mais eficiente para induzir
adaptacgOes relacionadas a biogénese mitocondrial, devido a realizacdo de duas sessdes de
exercicio com demasiada proximidade, do que propriamente pelo reduzido contetdo de
glicogénio muscular.

Palavras-chave: Biogénese de Organelas. Expresséo génica. Treinamento Intervalado de
Alta Intensidade.



ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate whether the elevated exercise-induced
gene signaling when exercise initiates with reduced muscle glycogen content can be
attributed to low muscle glycogen content per se or due to performing two exercise
sessions with close proximity. In this scenario, two different exercise regimens,
manipulating recovery duration between the first and second exercise (i.e., training
twice-a-day versus training once-daily), were designed in the present study. Another
experimental condition composed for only one exercise was performed as a control
(i.e., without any possible influence of previous exercise and reduced muscle glycogen
content). The hypothesis of the present study is that the twice-a-day methodology will
potentiate the transcription of genes related to mitochondrial biogenesis in comparison
to the once-daily methodology. In the once-daily trial, participants performed muscle
glycogen depletion exercise the evening before and at the beginning of afternoon of
the following day performed the high intensity interval exercise (HIIE). On the morning
of the twice-a-day trial, participants performed the muscle glycogen depletion exercise
followed two hours later by the HIIE session at the beginning of afternoon. During the
control trial, participants performed only the HIIE session at the beginning of afternoon.
Vastus lateralis muscle biopsies and venous blood samples were collected before,
immediately after and 3 hours after the HIIE sessions. Before the HIIE session, muscle
glycogen concentration was similar between twice-a-day and once-daily conditions (p
> 0.05), but both were lower than in the control condition (p < 0.05). The muscle
glycogen concentration decreased after the HIIE in the three conditions (p < 0.05), and
it was maintained lower in the twice-a-day and once-daily conditions compared to the
control condition 3h after HIIE (p = 0.001). The total PGC-1a and PGC-1a isoform 4
MRNAs were higher in the twice-a-day condition compared to the once-daily and
control conditions (p < 0.05). In addition, the mRNA of PPARa was higher in the twice-
a-day condition compared to the once-daily and control conditions (p < 0.05). The
PPARB/® mRNA was higher in the twice-a-day condition compared to the control
condition post HIIE and higher when compared to both the once-daily and control
conditions 3 h post HIIE (p < 0.05). Training twice-a-day increased HR, VE and VO:
and decreased plasma glucose compared to both once-daily and control conditions (p
< 0.05). Therefore, evidence indicates that performing two sessions of exercise with
so much proximity potentiates the transcription of PGC-1a, PPARa and PPARB/d
MRNAS, independently of the initial levels of muscle glycogen. These results suggest
that training twice-a-day may be a more efficient strategy to induce adaptations related
to mitochondrial biogenesis due to two exercise sessions closer, rather than due to
reduced muscle glycogen content.

Key words: Organelle biogenesis. Gene expression. High-Intensity Interval Training.
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1 INTRODUCAO

O treinamento de endurance induz a diversas adaptacbes que levam ao
aumento do desempenho, tais como o aumento do consumo maximo de oxigénio
(VO2max) € 0 prolongamento do tempo de exaustdo para uma determinada carga de
trabalho, sendo essas adaptacdes relacionas parcialmente a fatores dentro do
musculo (SALTIN e ROWELL, 1980). As adaptacdes do treinamento que permitem o
aumento do desempenho, também incluem aumento no ndmero de capilares
(ANDERSEN e HENRIKSSON, 1977a), aumento do volume e densidade mitocondrial
com a elevacdo da atividade de enzima como a 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase
(HAD) e citrato sintase (CS) (GOLLNICK e SALTIN, 1982; HARGREAVES, 2000),
aumento na concentracao de proteinas transportadoras (HOLLOSZY e BOOTH, 1976)
e aumento da ocorréncia de fibras do tipo IIA em decorréncia das fibras do tipo IIX
(ANDERSEN e HENRIKSSON, 1977b). Consequentemente, a habilidade de
metabolizar predominantemente gordura é aumentada (GOLLNICK e SALTIN, 1982),
0 que pouparia glicogénio muscular para uma mesma carga de trabalho absoluta. Em
nivel molecular, pensa-se que as adaptacdes cronicas ao treinamento sejam o
resultado dos efeitos cumulativos de mudancas transitérias na transcricdo de varios
genes apos cada sessao aguda de exercicio (PILEGAARD et al., 2000; HANSEN et
al., 2005; HULSTON et al., 2010; PERRY et al., 2010; BARTLETT et al., 2013). Uma
Unica sessdo de exercicio ativa a transcricdo de genes mitocondriais e metabdlicos
gue promovem as adaptacdes ao treinamento (PILEGAARD et al., 2000; PERRY et
al., 2010).

Algumas evidéncias, entretanto, indicam que iniciar uma sessdo de exercicio
de endurance com reduzido contetdo de glicogénio muscular afeta algumas dessas
adaptacdes ao treinamento (BAAR e MCGEE, 2008; HAWLEY e BURKE, 2010;
HAWLEY e MORTON, 2014; BARTLETT et al., 2015; KNUIMAN et al., 2015). De fato,
estudos recentes tem demonstrado que quando comparado com iniciar todas as
sessOes de treinamento com estoques normais de glicogénio muscular, reduzir o
conteudo de glicogénio muscular antes de pelo menos metade das sessfes do ciclo
de treinamento resulta em maiores adaptacdes na oxidacao de gordura corporal (YEO

et al., 2008; HULSTON et al., 2010), na atividade maxima de enzimas mitocondriais
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(HANSEN et al., 2005; YEO et al., 2008; HULSTON et al., 2010) e no desempenho
(HANSEN et al., 2005; COCHRAN et al., 2015; MARQUET et al., 2016). Além disso,
0 aumento na transcricdo do gene PGC-1a, o principal regulador biogénese
mitocondrial (VEGA et al., 2000), assim como de outros genes relacionados ao
metabolismo aerdébio, como PDK4, UCP3, COX IV e Tfam induzidos pelo exercicio
foram mais elevados quando o contetdo de glicogénio muscular foi reduzido antes do
exercicio (PILEGAARD et al., 2002; BARTLETT et al., 2013; PSILANDER et al., 2013).
Adicionalmente, o exercicio com reduzido conteudo de glicogénio muscular poderia
afetar outros fatores de transcricbes relacionados a vias alternativas que também
regulariam a biogénese mitocondrial, dentre eles o gene da proteina p53 e dos
receptores ativados pelo proliferador de peroxisomos (PPARS). Entretanto, nenhum
estudo buscou avaliar a expressao génica da p53 apés a realizacdo do exercicio com
reduzido contetdo de glicogénio muscular. Por outro lado, a realizacdo de exercicio
com baixo conteddo de glicogénio muscular ndo afetou a transcricdo PPARPB/®
(PSILANDER et al., 2013). Essa elevagcdo na transcricdo de genes nucleares e
mitocondriais quando repetida sistematicamente em diversas sessdes de treinos com
reduzido contetdo de glicogénio muscular poderia resultar em elevada biogénese
mitocondrial (HOOD et al., 2016).

Contudo, o mecanismo preciso pelo qual o reduzido contetdo glicogénio
muscular promove melhores adaptacdes moleculares ao treinamento e, se o reduzido
conteudo de glicogénio muscular por si é realmente o responsavel por essas
adaptacdes € atualmente desconhecido. Por exemplo, em diversos estudos, o
conteddo de glicogénio muscular foi reduzido por meio de uma primeira sessédo de
exercicio noturna seguida por uma dieta com baixo teor de carboidratos (CHO)/alto
lipidios ou uma privacdo alimentar apds o exercicio, dormindo posteriormente com
baixa disponibilidade de CHO e, uma segunda sessédo de exercicio (por exemplo,
exercicio intervalado de alta intensidade, EIAI) realizado no dia seguinte, a chamada
metodologia “treinar diariamente” (PILEGAARD et al., 2002; BARTLETT et al., 2013;
PSILANDER et al., 2013; LANE et al., 2015; MARQUET et al., 2016). Em outros, no
entanto, o conteudo de glicogénio muscular foi reduzido por meio de uma primeira
sessao de exercicio pela manha e, uma a trés horas mais tarde, realizou-se uma
segunda sessao de exercicio, a chamada metodologia “treinar duas vezes no mesmo
dia” (HANSEN et al., 2005; YEO et al., 2008; COCHRAN et al., 2010; HULSTON et
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al., 2010; YEO et al., 2010; COCHRAN et al., 2015). Embora a segunda sessédo de
treinamento comece com baixo conteudo de glicogénio muscular em ambas as
metodologias (PILEGAARD et al., 2002; YEO et al., 2010), ndo é conhecido se ambas
reduzem os niveis de glicogénio muscular a valores absolutos similares, sendo
possivel que as adaptacdes ao treinamento nesta ultima abordagem possam estar
relacionadas, em parte, a duas sessdes de exercicio realizadas no mesmo dia e tao
proximo, e ndo exclusivamente ao reduzido conteudo de glicogénio muscular. Dessa
forma, a primeira sessdo, quando realizada muito préxima a segunda, poderia induzir
a uma ativacdo aumentada da transcricdo de genes metabdlicos simplesmente porque
os efeitos das duas sessfes poderiam estar se somando. Entretanto, ndo ha estudos
comparando diretamente a ativacao transcricional de genes associados a biogénese
mitocondrial entre as duas metodologias.

Neste cenario, dois diferentes regimes de exercicio, manipulando a duracao da
recuperacdo entre o primeiro e segundo exercicio (isto €, treinar duas vezes no
mesmo dia versus treinar diariamente) foi desenhada no presente estudo. Em ambas
as metodologias, a primeira e a segunda sessdes de exercicio foram compostas por
um exercicio prolongado e um EIAI, respectivamente. Outra condicdo experimental
composta s6 por um EIAlI sem a primeira sessdo para a deplecdo do glicogénio
muscular foi realizada para isolar a possivel influéncia do exercicio prévio e do

reduzido contetdo de glicogénio muscular (controle).

Os resultados da presente investigacdo estdo contidos em uma revisao
narrativa e um artigo original. A revisao narrativa foi publicada como capitulo de livro,
intitulado “Treinamento com baixo conteudo de glicogénio muscular”. In: Aptidao
aerdbia: desempenho esportivo, saude e nutricdo. 1 ed. Barueri: Manole, 2017, v.1, p.
461-476. ISBN 978-85-204-5035-2. O artigo original sera submetido a revista “Nature
Communications”, ISSN 2041-1723 (online), Fator de Impacto (2016): 12.124, Qualis
Nutricdo 2013-2016: Al.



18

2 REVISAO DE LITERATURA

Como mencionado, a revisdo de literatura da presente tese resultou na
publicacdo de um capitulo de livro intitulado Treinamento com baixo contetdo de
glicogénio muscular. In: Aptiddo aerdbia: desempenho esportivo, saude e nutricdo.1
ed. Barueri: Manole, 2017, v.1, p. 461-476. ISBN 978-85-204-5035-2. (APENDICE A).
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3 HIPOTESE

A hipotese do presente estudo € que a metodologia treinar duas vezes no
mesmo dia potencializard a transcricdo de genes relacionados a biogénese

mitocondrial em comparacdo com a metodologia treinar diariamente.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi investigar se a elevada sinalizacao induzida
pelo exercicio realizado com reduzido conteddo de glicogénio muscular pode ser
atribuida ao baixo conteudo de glicogénio muscular por si ou pela realizacao de duas

sessdes de exercicio com demasiada proximidade.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar as respostas agudas ao exercicio intervalado de alta intensidade
realizado por meio das metodologias treinar duas vezes no mesmo dia e treinar
diariamente sobre:

- atranscricao de genes relacionados a biogénese mitocondrial;

- as respostas fisioldgicas.
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5 METODOS

5.1 Participantes

Oito homens saudaveis, fisicamente ativos, que ndo eram atletas, mas
acostumados a pedalar (30,8 + 3,5 anos, 78,7 +9,9 kg, 1,76 + 0,07 m, 13,6 £ 5,1% de
gordura corporal), participaram deste estudo. Os participantes foram informados
acerca dos procedimentos, riscos e beneficios associados ao protocolo antes de
assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido para participar deste estudo,
que foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CAAE:
30378414.8.0000.5208).

5.2 Delineamento experimental

Cada participante completou trés ensaios experimentais, usando um
delineamento crossover randomizado obtido através de um programa de
randomizacao (software disponivel em http://www.randomized.org). Uma viséo geral
do delineamento experimental € mostrada na Figura 1. Brevemente, no ensaio treinar
diariamente, os participantes realizaram o exercicio para deplecdo do glicogénio
muscular na noite anterior (20:00 — 22:00) seguidos por um jejum noturno. Na manha
seguinte (08:00), os participantes ingeriram um café da manha com baixo contetdo
de CHO (CHO: 7%; lipideos: 60%; proteinas: 33%) e realizaram a sessao EIAI no
inicio da tarde (13:00). Na manha do ensaio treinar duas vezes no mesmo dia (08:00),
os participantes tomaram um café da manha com baixo conteddo de CHO e entéo
realizaram o exercicio para deplecdo do glicogénio muscular (09:00-11:00) seguido
duas horas depois pela sessdo EIAI (13:00). Durante o ensaio controle, 0s
participantes tomaram o café da manha com baixo contetdo de CHO (08:00) e entdo

realizaram a sessao EIAI (13:00).

Durante o intervalo entre os exercicios 0s participantes descansaram no
laboratério e beberam agua ad libitum. Bidpsias do musculo vasto lateral da mesma
perna e amostras de sangue venoso foram coletadas antes, imediatamente apés e 3h

apos a realizacéo das sessOes EIAI. Cada ensaio experimental foi separado por um
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periodo de 1-2 semanas, com o intuito de eliminar efeitos residuais de fadiga ou danos

causados pelas multiplas biopsias musculares.
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Figura 1. Desenho experimental. J, jantar; C, café da manha; A, almoco; DEP-GM, exercicio de deplecéo do glicogénio muscular; EIAI, exercicio intervalado
de alta intensidade; setas escuras: indicam a realizacao das biopsias musculares; goticulas pretas: indicam a realizacdo das coletas de sangue venoso; circulos
abertos, participantes replicaram sua alimentacao habitual; circulos fechados, participantes ingeriram um café da manha com baixo teor de carboidratos (CHO)

[CHO: 42,7 + 5,0 kcal (~ 7%); Lipidios: 365,9 + 43,1 kcal (~ 60%); Proteinas: 201,3 + 23,7 kcal (~ 33%)].
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5.3 Protocolos de exercicio
5.3.1 Teste incremental

Uma semana antes do inicio do estudo, os participantes realizaram um teste
incremental até a exaustdo em um cicloergbmetro (Ergo-Fit 167, Pirmasens,
Alemanha) que consistiu de estagios de 4 min de exercicio, com 1 min de pausa
passiva entre os estagios (EDGE et al., 2006). O teste iniciou em 50 W, e a intensidade
foi sendo aumentada em 25 W a cada estagio de 4 min até a exaustdo voluntaria a
uma cadéncia de 70-80 rpm. O teste foi interrompido quando o participante ndo pode
manter a requerida cadéncia (70 rpm). Encorajamento verbal foi provido a cada

participante quando eles se encaminhavam ao final do teste.

O VO2 foi mensurado respiracio-a-respiracédo durante todo o teste por um
analisador automatico (Cortex, Metalyzer 3B®, Saxony, Alemanha). Antes de cada
teste, o analisador foi calibrado usando o ar ambiente e um cilindro de gases com
concentracfes conhecidas (12% Oz e 5% COz2). O volume do analisador foi calibrado
usando uma seringa de 3 litros (Cortex©, Saxony, Alemanha). Amostras de sangue
capilar do I6bulo da orelha foram coletadas antes do teste e imediatamente apds cada
estagio de 4 min do teste. O primeiro limiar de lactato (LL1) foi visualmente identificado
por dois investigadores experientes como 0 primeiro aumento na concentracao de
lactato acima do nivel de repouso (houve concordéancia entre os dois em 100% dos
casos). O segundo limiar de lactato (LL2) foi calculado pelo método Dmax modificado
(CHENG et al., 1992; BISHOP et al., 1998). O LL2 foi determinado pelo ponto na curva
de regresséao polinomial que produz a distancia perpendicular maxima para a linha
reta que liga o LL1 e o ponto de lactato final da curva de lactato coletado
imediatamente apos a exaustio. O VO2zmax foi determinado como a média dos Ultimos
30 s do teste e a poténcia aerobia maxima (PAM) foi determinada como a mais alta
poténcia mecanica externa alcancada no teste. Se o participante ndo completou o
altimo estagio de 4 min, entdo a fracdo completada de cada estagio foi adicionada a

poténcia correspondente ao ultimo estagio completo.

5.3.2 Exercicio de deplecéo do glicogénio muscular
Para reduzir os estoques de glicogénio muscular, os participantes pedalaram
por 100 min a uma poténcia externa correspondente a 50% da diferenca entre LL1 e

LL2 (124 + 27 W, 54 + 5% PAM). Ap0s uma pausa passiva de 8 min, os participantes
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realizaram 6 séries de 1 min a 125% PAM (287 = 46 W) intercalados por periodos de
1 min de pausa passiva a uma cadéncia de 70-80 rpm (LIMA-SILVA et al., 2013). Esse
protocolo foi previamente validado por reduzir o conteddo de glicogénio muscular
(GOLLNICK et al., 1974; HEIGENHAUSER et al., 1983).

5.3.3 Sesséao de exercicio intervalado de alta intensidade

As sessdes EIAI foram precedidas por 5 min de aquecimento a 90% LL1. Os
participantes completaram 10 séries de 2 min de exercicio a uma intensidade de 20%
da diferenca entre LL2 e PAM (182 £ 38 W, 79 £ 5% PAM) a uma cadéncia de 70-80
rom. Cada série de exercicio foi intercalada com 1 min de pausa passiva (EDGE et
al., 2006). Os participantes foram orientados a manter a frequéncia de pedalada entre
70-80 rpm durante cada série de exercicio e descansar completamente durante os
periodos de pausa passiva. VO2, VCOz2, razdo de trocas respiratorias (RER), e VE
foram mensuradas respiracdo-a-respiracao durante todo o exercicio usando o0 mesmo
analisar de gases, como descrito na sessao referente ao teste incremental. Os dados
foram convertidos em intervalos de 30 s para andlises. As amostras de tecido
muscular foram coletadas em repouso (pré ElAl), imediatamente apds EIAI (pds EIAI)
e 3h apds EIAI (3h p6s EIAI). Adicionalmente, 15-20 ml de sangue venoso também

foram coletados pré EIAI, pés EIAI e 3h pdés EIAL

5.4 Dieta e exercicio padronizados antes dos ensaios experimentais

Os participantes foram orientados a registrar todos os alimentos e bebidas
consumidos durante o periodo de 36-38h antes do inicio do exercicio de deplecdo do
glicogénio muscular do primeiro ensaio experimental e receberam instru¢des verbais
e escritas sobre como repetir isto antes dos ensaios subsequentes. Checklists foram
utilizados para registrar cada item a medida que foi consumido e para registrar
quaisquer desvios da dieta estipulada. Nado houveram alteragcbes na alimentacao
habitual dos individuos durante o estudo. Os participantes também foram instruidos a
evitar qualquer exercicio extenuante, bem como o consumo de alcool e cafeina nas

24h antes de cada ensaio experimental.

5.5 Coleta e anélise sanguinea
As amostras de sangue foram coletadas da veia antecubital e separadas em

trés tubos diferentes. O primeiro tubo continha fluoreto de sédio e EDTA e foram
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recolhidos dois mililitros de sangue (HemogardTM Fluoride/EDTA, BD Vacutainer®,
EUA). O sangue foi centrifugado a 4° C a 4000 rev-min-* durante 10 min com o plasma
resultante transferido para tubos de 2 ml e imediatamente analisado quanto as
concentragdes plasmaticas de glicose e lactato. Foram coletados mais 8 ml de sangue
em tubos contendo ativador de Clot e gel para separacao de soro (SST Il Plus, BD
Vacutainer®, EUA) e outros 3 ml de sangue foram coletados em tubos contendo
heparina de sodio (Sodium HeparineN Plus, BD Vacutainer®, EUA); ambos foram
centrifugados a 4° C a 4000 rev-min durante 10 min e o plasma/soro resultante
congelados e armazenados em nitrogénio liquido para posterior analise das
concentracfes plasmaticas de catecolaminas e concentracdes séricas de acidos

graxos livres (AGL) e glicerol.

As concentracfes plasmaticas de glicose e lactato foram analisadas com um
kit enzimatico comercialmente disponivel (Glicose Liquiform e Lactato Enzimético,
respectivamente, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). As concentracdes plasméaticas
de catecolaminas foram determinadas utilizando cromatografia liquida de fase reversa
pareada ionicamente acoplada com detecc¢éao electroquimica (DI MARCO et al., 2000;
LIMA-SILVA et al., 2013; FERNANDES et al., 2014). As concentracdes séricas de
AGL e de glicerol foram determinadas pelo método colorimétrico enzimatico (EFFA-
100 e EGLY-200, BioAssay, Hayward, Califérnia, EUA).

5.6 Coleta e analise do tecido muscular

Incisbes no musculo vasto lateral foram realizadas com anestesia local (2%
Xylestesin®) e amostras de tecido muscular (80-120 mg) foram coletadas usando a
agulha de Bergstrom (BERGSTROM, 1962) adaptada para suc¢do manual (EVANS
et al., 1982). As amostras subsequentes foram coletadas a aproximadamente 1 cm de
distancia do local da bidpsia anterior. As amostras foram imediatamente congeladas
e armazenadas em nitrogénio liquido até analises subsequentes. As biopsias foram
subsequentemente analisadas quanto ao conteddo de glicogénio muscular e a
expressdo de genes dos marcadores de adaptacdo ao treinamento (descritos

posteriormente).
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5.7 Conteudo de glicogénio muscular

Aproximadamente 2-3 mg de tecido muscular liofilizados a seco foram
pulverizados e dissecados manualmente de qualquer tecido ndo muscular visivel. O
tecido muscular em p6 foi entédo extraido com 50 pL.mg?* de HCI 2M, incubados a 100°
C durante 2 h (agitado suavemente a cada 20 min) e depois neutralizado com 150
uL.mg* de NaOH 0,66 M. O contetdo de glicogénio muscular foi subsequentemente
analisado em triplicata por meio da analise enzimética com deteccéo fluorimétrica
(HARRIS et al.,, 1974). Os valores de glicogénio muscular foram expressos em

milimoles por quilograma de peso seco.

5.8 Real-Time PCR
5.8.1 Extragdo de RNA total

O RNA total de aproximadamente 10-15 mg de musculo congelado foi
homogeneizado em 800 ul de reagente TRIzol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI) utilizando
um TissueLyser Il (Qiagen, Valencia, CA). Para aumentar o rendimento de RNA, foi
utilizado 2-propanol e as amostras foram colocadas em freezer -20 °C durante a noite
para precipitar o RNA. A pureza de cada amostra foi avaliada a partir da razdo de
absorcdo A260/A280 utilizando um BioPhotometer (Eppendorf AG, Hamburgo,
Alemanha). A concentracdo de RNA total também foi medida utilizando o
BioPhotometer. A integridade de RNA de todas as amostras foi medida utilizando um
sistema de eletroforese em gel microfluidico Bio-Rad Experion (7007104, kit Experion
RNA StdSens Analysis) e determinado a partir do indicador de qualidade de RNA. O

RNA total foi armazenado a -80 °C até que a transcricdo reversa fosse realizada.

5.8.2 Transcricao reversa

1 ug de RNA, num volume total de reacéo de 20 pl, foi transcrita inversamente
para cDNA utilizando um Thermocycler (S1000, Bio-Rad) e Bio-Rad iScript RT
Supermix (170-8840) de acordo com as instrucbes do fabricante. O priming foi
realizado a 25 °C durante 5 min e transcricédo reversa durante 30 min a 42 °C. Todas
as amostras, incluindo os controles negativos, foram executadas na mesma placa. O

cDNA foi armazenado a -20 °C até a subsequente analise.
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5.8.3 gPCR

A expressao relativa de mRNA foi medida por gPCR (QuantStudio 7 Flex,
Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando SsoAdvanced Universal SYBR
Green Supermix (Bio-Rad). Os primers foram desenhados utilizando Primer-BLAST
(YE et al.,, 2012) para incluir todas as variantes de emenda e foram adquiridos a
Sigma-Aldrich (ver Tabela 1 para detalhes de primers). Todas as reacfes foram
realizadas em duplicata em placas opticas MicroAmp de 384 pocos (4309849, Applied
Biosystems) utilizando um sistema de pipetagem automatizado epMotion M5073
(Eppendorf AG), que permitiu analisar todas as amostras de dois genes numa mesma
placa. O volume de reacao total de 5 pl que continha 2 ul de cDNA diluido, 2,5 pl de
mastermix e 0,5 yl de primers em concentra¢des de 5 yM ou 15 uyM. Todos os ensaios
decorreram durante 10 min a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15sa 95 °Ce 60 s a
60 °C. A estabilidade de seis potenciais genes de referéncia foi determinada pelos
softwares BestKeeper (PFAFFL et al., 2004) e NormFinder (ANDERSEN et al., 2004)
e os trés mais estaveis expressos foram TBP, 18S e ACTB (ver Tabela 1). N&o
houveram efeitos principais da condicao, tempo ou efeito da interacdo, para os valores
de Ct dos trés genes de referéncia mais estaveis (p > 0,05). A expressao de cada
gene alvo foi normalizada para a média geométrica dos trés genes de referéncia
(VANDESOMPELE et al., 2002) e utilizando o método 2-22Ct (onde Ct é o ciclo de
quantificacdo) (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008).
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Tabela 1. Detalhes dos primers usados para RT-qPCR

Gene Sequéncia Sense Sequéncia Antisense
PGC-1a 5"-CAGCCTCTTTGCCCAGATCTT-3’ 5"-TCACTGCACCACTTGAGTCCAC-3
PGC-1a1 5"-ATGGAGTGACATCGAGTGTGCT-3’ 5"-GAGTCCACCCAGAAAGCTGT-3
PGC-1a4 5"-TCACACCAAACCCACAGAGA-3 5"-TCACACCAAACCCACAGAGA-3
COX IV 5-GAGCAATTTCCACCTCTGC-3’ 5-CAGGAGGCCTTCTCCTTCTC-3’
CPT1 5-ACAGTCGGTGAGGCCTCTTA-3’ 5-CCACCAGTCGCTCACGTAAT-3’
NDUF 5-TCAGATTGCTGTCAGACATGG-3’ 5-TGGTGTCCCTTCTATCTTCCA-3’
SDH 5-AAATGTGGCCCCATGGTATTG-3’ 5-AGAGCCACAGATGCCTTCTCTG-3"

Cytochrome C
GLUT4
B-HAD
CD-36
PFK

CSs
PPARa
PPARY
UCP3
Tfam
PDK4
p53
PPARRB/3
TFEB
CHCHDA4
p21
GAPDH
B2M

TBP
Cyclophilin
18S
ACTB

5"-GGGCCAAATCTCCATGGTCT-3’
5-CTTCATCATTGGCATGGGTTT-3’
5-TGGACAAGTTTGCTGCTGAACAT-3

5 -TTGATTGAAAAATCCTTCTTAGCCA-3’

5-AAGACATCAAGAATCTGGTGGTTA-3’
5-TGGGGTGCTGCTCCAGTATT-3"
5-GGCAGAAGAGCCGTCTCTACTTA-3’
5 -CTTGTGAAGGATGCAAGGGTT -3
5-CCACAGCCTTCTACAAGGGATTTA-3’
5-CCGAGGTGGTTTTCATCTGT-3’
5-GCAGCTACTGGACTTTGGTT-3
5-GTTCCGAGAGCTGAATGAGG-3’
5-CATCATTCTGTGTGGAGACCG-3’
5"-CAGATGCCCAACACGCTACC-3’
5-GCTTGGCTGTTCCTTGTTATTC -3’
5-GCAGACCAGCATGACAGATTT -3’
5-AATCCCATCACCATCTTCCA-3’

5 -TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT-3"

5"-CAGTGACCCAGCAGCATCACT-3
5"-GTCAACCCCACCGTGTTCTTC-3’
5-CTTAGAGGGACAAGTGGCG-3’
5"-GAGCACAGAGCCTCGCCTTT-3’

5-TCTCCCCAGATGATGCCTTT-3’
5-AGGACCGCAAATAGAAGGAAGA-3’
5 -TTTCATGACAGGCACTGGGT-3’
5-TGGTTTCTACAAGCTCTGGTTCTT-3"
5-TCCAAAAGTGCCATCACTGC-3’
5-CCAGTACACCCAATGCTCGT-3’
5-TTTGCATGGTTCTGGGTACTGA-3’
5-GAGACATCCCCACTGCAAGG -3’
5-ACGAACATCACCACGTTCCA-3
5-GCATCTGGGTTCTGAGCTTT-3"
5-GCGAGTCTCACAGGCAATTC-3

5 -TTATGGCGGGAGGTAGACTG-3"
5-AGAGGTACTGGGCATCAGGG-3’
5-GCATCTGTGAGCTCTCGCTT-3"
5-GTTTCCTCTCTTGCTGCTACTC -3
5-GATGTAGAGCGGGCCTTTGA -3°
5-TGGACTCCACGACGTACTCA-3’
5-TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT-3’
5-AGGCCAAGCCCTGAGCGTAA-3’
5-TTTCTGCTGTCTTTGGGACCTTG-3"
5-GGACATCTAAGGGCATCACA-3’
5-TCATCATCCATGGTGAGCTGGC-3’

PGC- 1a, peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1a; COX IV, cytochrome ¢ oxidase subunit IV;

CPT1, carnitine palmitoyltransferase 1; NDUF, NADH:ubiquinone oxidoreductase; SDH, succinate dehydrogenase;

GLUT4, glucose transporter type 4; B-HAD, 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase; CD36, fatty acid translocase

cluster of differentiation 36; PFK, phosphofructokinase; CS, citrate synthase; PPARa, peroxisome proliferator-

activated receptor alpha; PPARYy, peroxisome proliferator-activated receptor delta; UCP3, uncoupling protein 3;

Tfam, mitochondrial transcription factor A; PDK4, pyruvate dehydrogenase kinase 4; p53, p53 protein; PPARB/S,

peroxisome proliferator-activated receptor beta/delta; TEFB, transcription elongation factor; CHCHD4, coiled-coil-

helix-coiled-coil-helix domain containing 4; p21, p21 protein; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase;
B2M, B-2-microglobulin; TBP, TATA-box binding protein; 18S, 18S ribosomal RNA; ACTB, actin beta.
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5.9 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism versao
6.01. Todas as variaveis foram analisadas quanto a sua esfericidade pelo teste de
Mauchly’s e normalidade pelo teste de Kolomogorov-Smirnov. Para comparar as
respostas antes, apos e 3h apds cada sessao EIAI, os dados foram analisados pela
ANOVA de medidas repetidas de dois caminhos (ensaio x tempo). Quando requerido,
o teste post-hoc de Bonferroni foi utilizado para localizar as diferencas. Todos 0s

valores foram expressos em médias = DP. Significancia foi aceita quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Concentragédo de glicogénio muscular

Pré EIAl, a concentragdo de glicogénio muscular foi menor nas condigcbes
treinar duas vezes no mesmo dia e treinar diariamente comparado com a condi¢cao
controle (p < 0,05; Figura 2). A concentracéo de glicogénio muscular reduziu de forma
semelhante pos EIAlI nas trés condi¢cdes (p < 0,05), e manteve-se menor nas
condi¢Oes treinar duas vezes no mesmo dia e treinar diariamente em comparacéo
com a condicdo controle 3h apds EIAI (p = 0,001). A concentracdo de glicogénio
muscular foi semelhante entre as condic¢des treinar duas vezes no mesmo dia e treinar

diariamente em qualquer ponto do tempo (p = 0,99).

Esse resultado demonstra que o exercicio proposto para a deplecdo do
glicogénio muscular reduziu de forma semelhante a concentracdo de glicogénio
muscular em ambas as metodologias. Além disso, o EIAl comeg¢ou com niveis
igualmente baixos de glicogénio muscular nas duas metodologias. Portanto, quaisquer
diferencas adicionais na expressao de genes entre abordagens de treinamento
deveriam ser causadas pelo diferente periodo de recuperacao entre os exercicios, do
gue apenas pelo reduzido contetdo de glicogénio muscular.

B controle

[ piariamente

600 Il Duas vezes no mesmo dia

400 -

peso seco)
I
Q
Q

1

200

[Glicogénio]
H*

(mmol.kg”

Pré Poés 3h Po6s

Figura 2. Concentracao de glicogénio muscular pré, pés e 3h apos o exercicio intervalado de alta
intensidade (EIAl). Dados apresentados em média + DP. n = 8. # significativamente diferente da
condicao controle (p < 0,05); a, significativamente diferente do pré EIAl para a mesma condi¢ao

experimental (p < 0,05).
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6.2 A expressédo de genes nucleares e mitocondriais durante o EIAI

O RNAmM de PGC-1a total e da isoforma 4 de PGC-1a foram maiores na
condigdo treinar duas vezes no mesmo dia comparado com as condi¢des treinar
diariamente e controle (p < 0,05; Figura 3a,c). Além disso, 0o RNAm da isoforma 1 de
PGC-1a foi maior na condicéo treinar duas vezes no mesmo dia quando comparado
a condicao treinar diariamente (p < 0,05; Figura 3b). O RNAm de p53 também foi maior
na condicdo treinar duas vezes no mesmo dia comparado a condi¢cdo controle (p <
0,05; Figura 3d). O RNAmM de Tfam, NDUF (complexo mitocondrial I), SDH (complexo
mitocondrial 1), citocromo c¢ (complexo mitocondrial Ill) e COX IV (complexo
mitocondrial 1V) foram semelhantes entre as condi¢cdes, apesar da transcricdo dos
complexos mitocondriais II-1V estarem maiores 3h pos EIAl quando comparado ao pré
EIAI (Figura 3e-i).

Esses achados fornecem evidéncias de que a transcricdo génica de PGC-1a e
p53 € potencializada quando duas sessdes de exercicio sdo realizadas com
proximidade, embora 0os genes dos complexos mitocondriais ndo sejam afetados

pelas metodologias de treinamento.
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Figura 3. Genes mitocondriais pré, pos e 3h apds o exercicio intervalado de alta intensidade (EIAl). Expressédo génica da peroxisome proliferator-activated
receptor-y coactivator-1 (PGC-1a) (a), PGC-1a isoforma 1 (b), PGC-1a isoforma 4 (c), proteina p53 (p53) (d), fator de transcricdo mitocondrial A (Tfam) (e),
NDUF (complexo mitocondrial I) (f), sucinato desidrogenase subunidade  (SDHp) (complexo mitocondrial Il) (g), citocromo ¢ (complexo mitocondrial Ill) (h),
citocromo c¢ oxidase subunidade IV (COXIV) (complexo mitocondrial 1V) (i). Dados sdo apresentados em média + DP (n = 8, exceto para “€” n = 7). *
significativamente diferente da condic&o treinar diariamente (p < 0,05). # significativamente diferente da condicdo controle (p < 0,05); a, significativamente
diferente do pré EIAl para a mesma condi¢do experimental (p < 0,05). b, significativamente diferente do p6s EIAI para a mesma condicdo experimental (p <
0,05).
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6.3 A expressao de genes relacionados ao transporte de lipidios e a lipdlise
durante o EIAI

O RNAm de CPT1 foi maior nas condi¢cdes treinar duas vezes no mesmo dia e
treinar diariamente comparado a condi¢éo controle (p < 0,05; Figura 4a). O RNAm de
UCP3 foi maior na condicéo treinar duas vezes no mesmo dia comparado a condi¢ao
controle (p < 0,05; Figura 4b). O RNAm de PPARa foi maior na condicao treinar duas
vezes no mesmo dia comparado as condic¢des treinar diariamente e controle (p < 0,05;
Figura 4c). O RNAm de PPAR[/d foi maior na condig&o treinar duas vezes no mesmo
dia comparado a condicéo controle pos EIAI e maior quando comparado as condicdes
treinar diariamente e controle 3h apds EIAI (p < 0,05; Figura 4d). O RNAm de PPARRB/®
foi maior as 3h ap6s EIAl em comparacdo com pré e pos EIAl apenas para a condi¢do
treinar duas vezes no mesmo dia. Contudo, o0s RNAm de PPARYy, CS, B-HAD e CD-

36 nédo foram afetados pelas metodologias ou tempo (Figura 4e-h).

Conjuntamente, esses achados sugerem que a transcricdo de PPARaq,
PPARB/® e UCP3 foram potencializadas realizando-se duas sessfes de exercicios
com demasiada proximidade, enquanto o0 RNAmM de CPT1 parece ser um efeito do
baixo conteudo de glicogénio muscular por si, uma vez que foi aumentado em ambas

as condicdes treinar duas vezes no mesmo dia e treinar diariamente.
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Figura 4. Expressao dos genes relacionados com o transporte de lipidios e lipdlise pré, pés e 3h apds o exercicio intervalado de alta intensidade (EIAI).
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para b e f (n = 7). * significativamente diferente da condicdo treinar diariamente (p < 0,05). # significativamente diferente da condicdo controle (p < 0,05); a,
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6.4 A expressao de genes relacionados ao metabolismo de carboidratos e
atividade do lisossomo durante EIAI

Os RNAm de PFK, GLUT4, TFEB, CHCHD4 e p21 nao foram afetados pelas
metodologias de treinamento com baixo conteddo de glicogénio muscular, enquanto
0 RNAmM de PDK4 aumentou 3h pos EIAI, mas ndo houve diferencas entre as
condi¢cbes (Figura 5a-f), sugerindo que os genes relacionados a oxidacdo de CHO,

mitofagia atividade do lisossomo n&o sdo afetados por essas metodologias de treino.

6.5 Respostas fisiologicas durante o EIAI

Treinar duas vezes no mesmo dia aumentou a FC, VE e VO: e diminuiu a
glicose plasmatica comparado as condi¢des treinar diariamente e controle (p < 0,05;
Figura 6a-c e Tabela 2). A glicose plasmatica também foi menor na condicao treinar
diariamente comparado a condicao controle (p < 0,05; Tabela 2). Adicionalmente, RER
foi menor e a concentracdo de AGL maior que na condi¢cdo controle somente na
condicao treinar duas vezes no mesmo dia (p < 0,05; Figura 6d e Tabela 2). Ap6s
EIAIl, a concentracéo de glicerol foi maior e a concentracdo plasmatica de lactato foi
menor em ambas as metodologias treinar duas vezes no mesmo dia e treinar
diariamente, comparado a condi¢ao controle (p < 0,05; Tabela 2). As concentracdes
de epinefrina e norepinefrina ndo foram influenciadas pelas metodologias de treinar

com reduzido conteudo de glicogénio muscular.

Assim, esses achados sugerem um elevado estresse fisiolégico e uma elevada

taxa de oxidacéo de lipidios na condicéao treinar duas vezes no mesmo dia.
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Figura 5. Expressdo dos genes relacionados a oxidacdo de carboidratos e mitofagia pré, poés e 3h apds o exercicio intervalado de alta intensidade (EIAI).
Expressdo génica de fosfofrutoquinase (PFK) (a), transportador de glicose 4 (GLUT4) (b), fator de transcricdo de alongamento (TFEB) (c), chromodomain-
helicase-DNA-binding protein 4 (CHCHDA4) (d), proteina p21 (p21) (e), piruvato desidrogenase kinase isoenzima 4 (PDK4) (f). Dados apresentados em média
+ DP, n = 8, exceto para d (n = 7). * significativamente diferente da condicéo treinar diariamente (p < 0,05). # significativamente diferente da condi¢céo controle
(p < 0,05); a, significativamente diferente do pré EIAl para a mesma condi¢do experimental (p < 0,05). b, significativamente diferente do pés EIAl para a mesma

condicdo experimental (p < 0,05).
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Figura 6. Respostas fisiolégicas e sistémicas durante o exercicio intervalado de alta intensidade (EIAl). (a) FC. (b) ventilagdo (VE). (c) consume de oxigénio

(VO2). (d) razéo de trocas respiratérias (RER). Dados apresentados em média = DP. n = 8. INT, intervalo. Efeito do tempo foi omitido para maior claridade. *
significativamente diferente da condicéo treinar diariamente (p < 0,05). # significativamente diferente da condi¢édo controle (p < 0,05).
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Tabela 2. Concentracdes plasmaticas de lactato, glicose, epinefrina and
norepinefrina, e concentracdo sérica de acidos graxos livres (AGL) e glicerol

pré, pés e 3h apds o exercicio intervalado de alta intensidade (EIAI).

Pré EIAI Pos EIAI 3h pos EIAI
Plasma
[Lactato] (mmol-L™?)
Controle 1,2+0,7° 6,2+2,0 1,3+0,4°
Diariamente 0,9+0,3° 39+1,07 1,2+0,4°
Duas vezes no mesmo dia 1,4+05° 40+16" 2,0+0,7°
[Glicose] (mmol-L1)
Controle 52+0,8 55+0,9 53+0,8
Diariamente 52+0,5 50+£0,8% 48+0,72
Duas vezes no mesmo dia 4,4+0,7*%# 48+1,1% 4,3+1,0*#b
[Epinefrina] (pg-mL™1)
Controle 32,2+18,4 39,3+22,7 36,7+ 17,8
Diariamente 56,7+ 25,4 54,2 + 25,7 35,8+ 34,8
Duas vezes no mesmo dia 43,1 £ 13,6 43,7 £19,0 36,7+ 10,4
[Norepinefrina] (pg-mL™1)
Controle 68,0+ 34,6° 231,1+141,8 120,4 +90,3°
Diariamente 70,7 +33,8" 350,6 + 139,8 105,5+ 77,5P
Duas vezes no mesmo dia 76,7 £49,1° 287,5 + 147,6 113,8 £ 44,6°
Sérum
[AGL] (UM)
Controle 194,9 +118,2 118,6 + 72,6 130,3+72,1
Diariamente 1555+ 79,9 236,5+151,4 158,0 + 62,8
Duas vezes no mesmo dia  209,9+1255% 260,6 +151,3# 230,4+98,2#
[Glicerol] (mmol-L1)
Controle 0,105 £ 0,021 0,098 + 0,025 0,098 + 0,037
Diariamente 0,090 +0,037° 0,141 +0,022# 0,100 + 0,039 P

Duas vezes no mesmo dia

0,106 £ 0,031 °

0,169 + 0,046 #

0,102 £ 0,023 ®

Dados apresentados em média + DP. n = 8. * significativamente diferente da condicdo treinar
diariamente (p < 0,05). # significativamente diferente da condicdo controle (p < 0,05); a,
significativamente diferente do pré EIAl para a mesma condicdo experimental (p < 0,05). b,

significativamente diferente do pds EIAl para a mesma condigdo experimental (p < 0,05).
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7 DISCUSSAO

Os principais resultados reportados na presente tese suportam a hipotese
estipulada de que a maior transcricdo de genes envolvidos a biogénese mitocondrial
induzida pelo exercicio realizado com reduzido conteudo de glicogénio muscular é
atribuida a realizacdo de dois exercicios no mesmo dia e ndo ao baixo conteudo de
glicogénio muscular por si. O EIAlI comegou com baixos niveis de glicogénio muscular
nas duas metodologias treinar diariamente e duas vezes no mesmo dia. No entanto,
a transcricdo de PGC-1a, PPARa e PPARP/d foram potenciadas quando se realizou
dois exercicios no mesmo dia, comparado com as metodologias treinar diariamente e
controle. Ademais, houve um maior estresse fisiol6gico, como demonstrado por uma
maior FC, VE, VO2, AGL e glicerol na metodologia treinar duas vezes no mesmo dia,

comparado as treinar diariamente e controle.

Mesmo com diferentes periodos de recuperacdo entres as sessbes de
exercicio, as concentracdes de glicogénio muscular antes do EIAI foram menores em
ambas as metodologias treinar diariamente e duas vezes no mesmo dia, quando
comparado ao controle (~42 e 45% menores, respectivamente, Figura 2). A reducéo
nas concentracdes de glicogénio muscular encontradas no presente estudo é
consistente com estudos prévios que utilizaram tanto a metodologia treinar duas vezes
no mesmo dia (YEO et al., 2008; YEO et al., 2010) quanto a treinar diariamente
(PSILANDER et al., 2013). O EIAI reduziu similarmente a concentragéo de glicogénio
muscular em todos 0s ensaios experimentais, permanecendo menor nas
metodologias treinar diariamente e duas vezes no mesmo dia comparado ao controle
pés EIAI. Embora a intensidade do EIAI tenha sido controlada (~80% PAM) e a
duracéo dos estimulos tenha sido diferente, essa reducéo no conteudo de glicogénio
muscular apés a realizacdo do EIAI foi similar ao estudo de Yeo et al. (2010) que
utilizou um protocolo de treino onde a intensidade foi auto selecionada. Portanto, a
similar concentragdo de glicogénio muscular ao se iniciar o EIAl em ambas as
metodologias treinar diariamente e treinar duas vezes no mesmo dia permite
considerar que quaisquer diferencas nas expressdes génica observadas entre as duas

metodologias de treino com reduzido conteudo de glicogénio muscular foram
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consequéncias da realizacdo de duas sessfes de exercicio com demasiada

proximidade do que pelo contetdo de glicogénio muscular por si.

PGC-1a pertence a uma familia de cofatores de transcricdo que se liga a
diversos receptores transcricionais no nucleo promovendo a transcricdo de genes
nucleares e mitocondriais que atuam diretamente na regulacdo do conteudo e da
funcdo mitocondrial (SCARPULLA, 2008). Dentre os receptores transcricionais que se
ligam a PGC-1a encontram-se os fatores nucleares respiratérios (NRF-1 e NRF-2), o
receptor relacionado a estrégenos (ERRa) e receptor ativado pelo proliferador de
peroxisomos (PPARs) (SCARPULLA et al., 2012). Uma Unica sessdo de exercicio é
capaz de aumentar a expressao génica de PGC-1a entre 1,5 a 7-10 vezes mais (BAAR
et al., 2002; PILEGAARD et al., 2003; GIBALA et al., 2009; LITTLE et al., 2011,
GRANATA et al., 2017). Antes de iniciar o EIAl, 0o RNAmM de PGC-1a foi ~10 vezes
maior na metodologia treinar duas vezes no mesmo dia comparado as metodologias
treinar diariamente e controle (Figura 3). 3h ap6s o EIAIl, o conteddo de RNAm de
PGC-1a se elevou nos trés ensaios experimentais, sendo ~6 vezes maior nas
metodologias treinar diariamente e controle comparados ao controle pré EIAL
Entretanto, esse aumento de PGC-1a total RNAm 3h pdés EIAI foi potencializado na
metodologia treinar duas vezes no mesmo dia (~16 vezes maior que o controle pré).
Uma resposta similar foi obtida para o RNAm de PGC-104 e PGC-1a1 (Figura 3).
Esses resultados corroboram com estudos que utilizaram a tanto a metodologia treinar
diariamente (BARTLETT et al., 2013; PSILANDER et al., 2013) quanto a metodologia
treinar duas vezes no mesmo dia (COCHRAN et al., 2010). Entretanto, esses achados
fornecem evidéncias de que a transcricdo génica de PGC-1a e de suas isoformas é
potencializada quando duas sessdes de exercicio sdo realizadas com proximidade,
sugerindo que a metodologia de treinar duas vezes no mesmo dia é mais efetiva para

elevar a biogénese mitocondrial.

Apoés essas evidéncias fornecidas pelo aumento do RNAm de PGC-1aq, foi
investigado se esse comportamento também iria se repetir em outros genes nucleares
e mitocondriais. O RNAm de p53 foi maior na metodologia treinar duas vezes no
mesmo dia comparado ao controle (Figura 3). A p53 € regulada pela atividade contratil
apos uma unica sessao de EIAI (BARTLETT et al., 2012) e, assim como PGC-1q, é

reguladora do maquinério de transcricdo mitocondrial pela modulacdo do fator de
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transcricdo mitocondrial A (Tfam) (PARK et al., 2009). Entretanto, ambos os modelos
de treino ndo foram capazes de afetar o RNAmM de Tfam e de NDUF (complexo
mitocondrial 1) (Figura 3). A auséncia de efeitos sobre o RNAm de Tfam € corroborado
por estudos que utilizaram a metodologia treinar diariamente (BARTLETT et al., 2013;
PSILANDER et al., 2013), embora uma Unica sessao de exercicio aerdbio seja capaz
de aumentar a resposta do RNAm de Tfam (PILEGAARD et al., 2003; PERRY et al.,
2010). Tfam é uma proteina multifuncional que tem um papel vital na replicacdo do
DNA mitocondrial, além da transcricdo de genes no genoma mitocondrial (ERLICH et
al., 2016). Assim, a expressao de genes codificados pelo DNA mitocondrial (p53 e
Tfam) é requerida para uma formacéo apropriada dos complexos mitocondriais que
compdem a cadeia transportadora de elétrons (ERLICH et al., 2016). Assim, n0Ss0s
resultados sugerem que um aumento da p53 e da PGC-1a ndo € suficiente para alterar

Tfam, independentemente do tipo de treino.

Por outro lado, 0 RNAmM dos complexos mitocondriais II-1V (SDH, citocromo c e
COX-IV, respectivamente) aumentaram 3h apdés o EIAIl, porém ndo houveram
diferencas entre as condi¢cdes (Figura 3). Estudos prévios apresentam resultados
conflitantes quanto ao aumento do RNAmM de COX-1V apds o EIAI realizado com baixo
glicogénio muscular. Enquanto um estudo encontrou que o conteido de RNAm de
COX-IV aumentou ap6s a metodologia treinar diariamente (BARTLETT et al., 2013),
outros estudos nao encontraram efeito no RNAm de COX-IV com a utilizacdo das
metodologias treinar diariamente (PSILANDER et al., 2013) e treinar duas vezes no
mesmo dia (COCHRAN et al., 2010). Nosso estudo foi o primeiro a investigar as
respostas dos genes relacionados aos complexos mitocondriais Il e Ill ao exercicio
com o contetudo de glicogénio muscular reduzido. Nossos resultados, portanto,
corroboram esses ultimos achados, mostrando um improvavel efeito do treinamento
com baixo glicogénio muscular sobre a expressao de COX-IV, independente da

metodologia de treino.

Como o treinamento com reduzido contetdo de glicogénio muscular aumentou
a transcricdo de PGC-1a e p53 os quais poderiam afetar o metabolismo de lipidios,
0s genes relacionados ao transporte de lipidios e lipdlise foram avaliados. Ambas as
metodologias de treinamento com baixo conteddo de glicogénio muscular

aumentaram o RNAmM de CPT1 comparado ao controle (Figura 4). Esse achado nao
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corrobora com o reportado por Bartlett et al. (2013) que observaram que treinar
diariamente ndo afeta a expresséo de CPTL1. Esse efeito positivo sobre o RNAmM da
CPT1 parece ser um efeito do baixo contetdo de glicogénio muscular por si, uma vez
gue foi observado em ambas as metodologias treinar duas vezes no mesmo dia e
treinar diariamente. Portanto, o aumento da transcricdo de CPT1 em ambas as
metodologias sugere que treinar com reduzido contetdo de glicogénio muscular pode
ser uma alternativa para aumentar o transporte intracelular de lipidios. Entretanto, o
RNAmM de UCP3 foi maior na metodologia treinar duas vezes no mesmo dia
comparado ao controle (Figura 4), um resultado similar ao encontrado previamente
(PILEGAARD et al., 2002), e que indica um certo favorecimento a metodologia treinar
duas vezes no mesmo dia. Por outro lado, os RNAm de CS, 3-HAD e CD-36 nao foram
diferentes entre as metodologias com baixo contetdo de glicogénio muscular. Esses
resultados sdo corroborados por estudos que utilizaram a metodologia treinar
diariamente (PSILANDER et al., 2013; LANE et al., 2015) e sugere nédo distin¢ao entre
as metodologias de treinamento nesse aspecto.

Um resultado interessante € que Pré EIAI, o RNAm de PPARa foi ~12 vezes
maior na metodologia treinar duas vezes no mesmo dia comparado as metodologias
treinar diariamente e controle. O conteaddo de RNAmM de PPARa se elevou nos trés
ensaios experimentais 3h pés EIAl, sendo ~8 vezes maior nas metodologias treinar
diariamente e controle comparados ao pré controle. Entretanto, esse aumento do
RNAmM de PPARa 3h pdés EIAI foi potencializado na metodologia treinar duas vezes
no mesmo dia (~24 vezes maior que o controle pré). Adicionalmente, o RNAm de
PPAR/d foi ~3 vezes maior na metodologia treinar duas vezes no mesmo dia quando
comparado as metodologias treinar diariamente e controle 3h pds EIAI. Os efeitos da
realizacdo de exercicio com baixo contetdo de glicogénio muscular no RNAm de
PPAR/d contrastam com os resultados prévios de que treinar diariamente ndo afetou
a transcricdo PPARPB/® (PSILANDER et al., 2013). Os receptores nucleares possuem
um importante papel na transcricdo de genes codificadores de enzimas e proteinas
mitocondriais (SCARPULLA et al., 2012). A familia das PPARs sédo ativadas por uma
variedade de ligaces lipidicas contendo acidos graxos, que regulam varios aspectos
do metabolismo de lipidios bem como da diferenciacdo celular (SCARPULLA et al.,
2012). Por exemplo, PPARa regula genes nucleares responsaveis por codificar
enzimas da oxidacéo de lipidios na mitocéndria (MADRAZO e KELLY, 2008). Por sua
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vez, PPAR[/d é a isoforma predominante no musculo esquelético e é considerada a
principal reguladora da oxidacéo de lipidios através da associacao de enzimas ligadas
a B-oxidacdo (WANG et al., 2003). Recentes achados demonstraram que PPARB/S €
um potente protetor da proteina PGC-1a contra a degradagéao, e que regula proteinas
da cadeia respiratdria mitocondrial, 0 que aumenta a possibilidade de que a proteina
PPARB/® também tem um papel essencial no aumento da biogénese mitocondrial
induzido pelo exercicio (KOH et al.,, 2017). Portanto, esses achados fornecem
evidéncias de que a transcricdo génica das isoformas das PPARs é também
potencializada quando duas sessdes de exercicio sdo realizadas com proximidade,
sugerindo que treinar duas vezes no mesmo dia € uma estratégia mais eficiente para

aumentar a oxidacao de lipidios e biogénese mitocondrial.

A reducao do glicogénio muscular ou ainda a realizacdo de duas sessoes de
exercicio com curto periodo de recuperacao entre elas poderia afetar o metabolismo
de CHO e/ou a biogénese e funcao dos lisossomos. Os RNAmM de PFK, GLUT4, TFEB,
CHCHD4 e p21 nao foram afetados pelas metodologias de treinamento com baixo
conteudo de glicogénio muscular, enquanto o RNAm de PDK4 aumentou com o EIAI,
mas ndo houve diferencas entre 0os ensaios experimentais (Figura 5). Era esperado
gue os genes relacionados a mitofagia fossem afetados pela realizacdo do EIAI com
reduzido conteudo de glicogénio muscular, principalmente pela metodologia treinar
duas vezes no mesmo dia, haja vista que PGC-1a ¢é o principal regulador da proteina
TFEB (HOOD et al, 2016). Em resposta ao exercicio, a proteina TFEB é
desfosforilada e pode se translocar para dentro do nucleo (MEDINA et al., 2015),
sugerindo o papel do exercicio associado a biogénese e funcdo dos lisossomos
(HOOD et al., 2016). Contudo, os achados do presente estudo sugerem que o EIAI
realizado com reduzido contetdo de glicogénio muscular parece nao afetar a
expressao génica de genes relacionados a mitofagia. Por outro lado, esse aumento
no RNAm de PDK4 corroboram com os estudos que observaram que o RNAmM de
PDK4 aumenta com o EIAI, independente da concentracdo de glicogénio muscular
prévia ao exercicio (BARTLETT et al., 2013; PSILANDER et al., 2013). PGC-1a
também esta envolvida na sele¢édo do substrato energético e 0 aumento da expressao
génica de PDK4 poderia induzir a um aumento no metabolismo de lipidios (OLESEN
et al.,, 2010). Interessantemente, a baixa disponibilidade de CHO poderia ser outro

fator a influenciar o aumento na proteina PDK4 independente do exercicio
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(CLUBERTON et al., 2005). Dessa forma, os achados do presente estudo sugerem
gue o metabolismo de CHO é atenuado pos EIAI, independente da disponibilidade de

glicogénio muscular prévia ao exercicio.

Reduzir a disponibilidade de CHO endogeno e realizar duas sessfes de
exercicios intensos com demasiada proximidade poderia afetar as respostas
fisiologicas ao exercicio. O exercicio com reduzido conteudo de glicogénio muscular
aumentou as concentracdes plasméticas de glicerol, independente da metodologia
utilizada, quando comparado ao controle, corroborando com os achados de Bartlett et
al. (2013) que reportaram um aumento na concentracao de glicerol apos a realizacao
do EIAI na metodologia treinar diariamente (Tabela 2). Adicionalmente, treinar duas
vezes no mesmo dia induziu a um aumento na FC, VE e VO2 quando comparado as
metodologias treinar diariamente e controle, além de um aumento concentracédo de
AGL circulantes quando comparado ao controle (Figura 6 e Tabela 2). Assim, esses
achados sugerem elevado estresse fisioldgico e elevada taxa de oxidacdo de lipidios
na metodologia treinar duas vezes no mesmo dia. Embora seja dificil estabelecer uma
relacdo de causa e efeito, esse alterado perfil fisioldgico talvez contribua para a maior
sinalizacdo génica observada na metodologia treinar duas vezes no mesmo dia. De
fato, foi sugerido previamente que um maior AGL circulante poderia agir como um
sinalizador para aumentar PGC-1a e PPARs, principalmente a isoforma PPARRB/®
(NAWROCKI e GORSKI, 2004; GARCIA-ROVES et al., 2007; HOLLOSZY, 2008;
NARKAR et al., 2008).

Contudo, € interessante observar que em nivel molecular, as adaptacdes na
funcao e contetdo mitocondrial séo o resultado dos efeitos cumulativos de mudancas
transitorias na transcricdo de varios genes apos cada sessdo aguda de exercicio
(PERRY et al., 2010). Portanto, é possivel suspeitar que sucessivas sessdes de EIAI
realizadas apdés uma sessdo de exercicio prolongado visando a deple¢do do
glicogénio muscular, ou seja, treinar duas vezes no mesmo dia, podera causar

adaptacdes positivas na funcéo e conteudo das mitocéndrias.
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8 APLICACOES PRATICAS

Apesar do presente estudo ser de caracteristica aguda, buscando entender as
respostas imediatas a realizacdo de um EIAI iniciado com reduzido contetdo de
glicogénio muscular usando diferentes metodologias de treinamento, as evidéncias
encontradas demonstram que a realizacdo de duas sessbfes de exercicio com
demasiada proximidade potencializa a transcricdo génica de PGC-1a, PPARa e
PPARR/®, genes esses que estdo envolvidos na sinalizagcao necesséria para induzir a
biogénese mitocondrial. Embora ndo seja possivel afirmar que essas respostas
agudas levardo a uma melhora no desempenho esportivo, sugere-se que treinar duas
vezes no mesmo dia € uma estratégia mais eficiente para induzir adaptacdes

relacionadas biogénese mitocondrial e a oxidagdo de lipidios.

N&o é surpreendente que os beneficios do treino com reduzido contetdo do
glicogénio muscular tém gerado excitacdo dentro da comunidade esportiva.
Infelizmente, h& evidéncias de ndo entendimento dos principios e da pratica do
treinamento com reduzido conteudo de glicogénio muscular por parte dos atletas,
treinadores e até mesmo cientistas esportivos (PHILP et al., 2011). Um dos pontos de
equivoco por partes dos treinadores se da ao fato de que os atletas ndo devem iniciar
todas as sessfes de treinamento com reduzido contetdo de glicogénio muscular. Por
exemplo, na utilizacdo da metodologia treinar duas vezes no mesmo dia, apos a
segunda sesséo treino ha a ingestdo de uma dieta com alto contetdo de carboidratos
visando uma supercompensacao do glicogénio muscular e os atletas iniciarem a

sessao de treino seguinte com os estoques de glicogénio muscular ja reestabelecidos.

Entretanto, a possibilidade de que protocolos de treinamento com duas sessdes
no mesmo dia possam reduzir a capacidade de treinar em altas intensidades requer
atencao. Muitos técnicos descrevem programas de treinamento no qual os atletas sao
requeridos a trabalhar em intensidades especificas acima dos seus “pacing de prova”,
onde o sucesso de muitos esportes é definido pela velocidade do sprint final.
Intuitivamente, sacrificando a capacidade de treinar em altas intensidades deveria ser
feita com cautela por parte dos treinadores até que mais evidéncias possam ser

mostradas de que esse tipo de estratégia ndo prejudica o desempenho (PHILP et al.,
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2011). Por outro lado, treinar duas vezes no mesmo dia com demasiada proximidade
durante a pré-temporada competitiva pode ser uma alternativa para atletas gerarem
maiores adaptacdes nesse periodo especifico do calendério de treinamento e formar
a base para o periodo competitivo.

Da mesma forma, o modelo de treinamento com duas sessfes realizadas no
mesmo dia também pode ser uma estratégia importante para manutencao da saude,
por exemplo, para individuos que apresentam sindrome metabdlica, pois treinar com
essa metodologia poderia ser uma alternativa para aumentar a oxidacéo de lipidios e

consequentemente reduzir os riscos ligados a obesidade.

Apesar de néo ter sido o objetivo do presente estudo, a discusséo dos efeitos
cronicos do treinamento com reduzido conteudo de glicogénio muscular parece estar
focada nos beneficios, muitas vezes se esquecendo de observar os efeitos colaterais
dessa estratégia (PHILP et al., 2011). Existe a possibilidade de que essa alta
regulacdo da utilizacdo de lipidios durante o exercicio esteja associada a
desregulacdo da utilizacdo de carboidratos. De fato, em adaptacbes a dieta
hiperlipidica pode resultar em uso inapropriado de glicogénio muscular durante a
competicdo devido a reducao da atividade da enzima piruvato desidrogenase (PDH),
resultando na diminuicAo da entrada de carboidratos no ciclo de Krebs
(STELLINGWERFF et al., 2006). Essa falha na oxidacao de carboidratos pode impedir
a sustentacdo de altas intensidades durante eventos de endurance (HAVEMANN et
al., 2006). Adicionalmente, a magnitude das respostas de horménios do estresse
(adrenalina e cortisol) e citosinas (IL-6, IL-1ra e IL-10) sao significantemente maiores
quando individuos realizam cronicamente treinamento com reduzido conteudo de
glicogénio do que situacbes em que o conteudo de glicogénio muscular é normal,
tendo sido especulado que os atletas que treinam cronicamente com essa deficiéncia
de carboidratos estdo se colocando em risco devido ao efeito imunossupressor do
cortisol, incluindo a supresséo da producédo de anticorpos, proliferacéo de linfécitos e
a morte natural de células com atividades citotoxicas (GLEESON et al., 2004).
Ademais, a reducao crbénica do conteudo de glicogénio pode causar sintomas como
sonoléncia, funcao perceptiva e cognitiva prejudicada e transtorno de afetividade que
séo considerados sintomas da fadiga do sistema nervoso central (DAVIS et al., 2000).

Finalmente, o efeito de se treinar repetidamente com reduzido contetdo de glicogénio
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muscular pode aumentar o risco de doencas, lesdes e overtraining, que também
precisam ser considerados (BROUNS et al., 1986; PETIBOIS et al., 2003; GLEESON
et al., 2004).
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo nos permitem concluir que a elevada
sinalizagéo induzida pelo exercicio realizado com reduzido conteudo de glicogénio
muscular previamente reportada na literatura deveria ser parcialmente atribuida a
realizacdo de duas sessdes de exercicio com demasiada proximidade, do que
exclusivamente pelo reduzido contetdo de glicogénio muscular. Foram apresentadas
evidéncias que a realizagdo de duas sessdes de exercicio com demasiada
proximidade potencializa a transcricdo de genes como PGC-1a, PPARa e PPARP/S,
gue estdo envolvidos na sinalizacdo necessaria para induzir a biogénese mitocondrial.
Dessa forma, sugere-se que treinar duas vezes no mesmo dia é uma estratégia mais
eficiente para induzir adaptacoes relacionadas biogénese mitocondrial e a oxidacéo
de lipidios.
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31 Linments com o
musculer

Victor Souza

INTRODUCAD

O papel da disponibilidade de substrato energético para a promocio de adap-
tagdes ao exercicio tem sido uma importante drea para pesquisas dentro da hi-
siologia do exercicio. Acreditase que a disponibilidade de carboidratos como
substrato para o metabolismo muscular ¢ suporte ao sisterna nervoso central
seja um fator critico no desempenho de exercicios prolongados submiximos
(>90 min) ou intermitente de alta intensidade”. Consequentemente, uma
variedade de esportes ¢ amplamente dependente de carboidratos como com-
bustivel, incluindo aqueles de endurance conduzidos em uma zona entre o
scgundo limiar metabélico ¢ o consumo méximo de oxigénio (VO,mdx), ¢
jogadores de esportes coletivos que realizam repetidas agdes de exercicios de
alta intensidade intercaladas por breves pausas®. Entretanto, ¢ importante
notar que o estoque total de carboidratos ¢ limitado, sendo com frequéncia
substancialmente menor que os requerimentos de energia para virias sessdes

de treinamento e competicoes realizadas por esses atletas.
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Dessa forma, os nutricionistas esportivos promovem uma variedade de es-
tratégias para agudamente no intuito de aumentar a disponibilidade desse
substrato para uma sessio de treino, onde tem sido amplamente demonstrado
na literatura que um aporte de carboidratos alguns dias antes da prova (3 a 5

dias) ocasiona uma supercompensacio do glicogénio muscular, bem como a

maneira andloga, acredita-se que a maior ingestdo de carboidratos durante os
freinamentos permitird ao atleta treinar em maior intensidade ¢ maior volu-
me e, assim, obter respostas de maior magnihlclc ao treimamento. 'ntretanto,
esse argumento ndo pode ser considerado uma questdo duradouramente re-
solvida, pois ndo se estd completamente clucidado se o que inicia as adapta-
¢oces do treinamento ¢ a auséneia ou o excesso de substrato disponivel”.

O treinamento de endurance induz a diversas adaptacoes que levam ao
aumento do desempenho, tais como o anmento do VO, mix ¢ o prolonga-
mento do tempo de exaustdo para uma determinada carga de trabalho, sen-
do essas adaptagdes relacionadas parcialmente a fatores intramusculares’.
A diversidade de adaptacoes que ocorrem com o treinamento incluem um
aumento no niimero de capilares’, um aumento do volume ¢ densidade mi-
tocondrial com a elevacio da atividade de enzima como a 3-hidroxiacil-CoA
desidrogenase (HAD) e citrato sintase (C8)"™', um aumento na concentragio
de protemas transportadoras™ ¢ um aumento na ocorréncia de fibras do tipo
ITA e decorréncia das tibras do tipo TIX°. Consequentemente, a habilidade
de metabolizar predominantemente gordura ¢ aumentada®, o que pouparia
glicogénio muscular para uma mesma carga de trabalho absoluta.

Interessantemente, ao observar essas adaptacoes ao treinamento em uma
visao mais molecular, é possivel observar que essas adaptacoes sdo consequén-
cia da acumulacio de proteinas especificas, onde a expressio génica que per-
mite a alteragdo nas concentragoes dessas proteinas ¢ essencial para o inicio
das adaptagoes'’. Adicionalmente, tem sido demonstrado que a concentra-
¢io de glicogénio muscular ¢ um fator determinante para a transcricio de
alguns genes. Realizar exercicio com nma reduzida concentragio de glico-
génio muscular resulta e elevada transeri¢iio de interleucina-6”, piruvato
desidrogenase quinase 4'' ¢ hexoquinase™ quando comparado as situagoes
onde as concentracoes de glicogénio muscnlar siio elevadas on normais an-
tes do infcio do exercicio. O mecanismo para explicar o papel do glicogénio

muscular na transerigdo génica pode ser explicado pelo fato de que diversos
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tatores de transericiio incluem dominios ligados ao glicogénio. Quando o gli-
cogénio muscular estd baixo, esses fatores sio liberados e se tornam livres para

+10°0 Portanto, recentes evidéncias

se associar com diferentes proteinas alvos
cientificas sugerem que o treinamento de endurance realizado com reduzido
contetido de glicogénio muscular poderd promover nm aumento na magni-
tude das respostas adaplativas ao treinamento em comparacio com situagoes

e que o conteido de glicogénio muscular esteja normal on elevado.

MANEIRAS DE INDUZIR A REDUCAO DO CONTEUDO DE GLICOGENIO MUSCULAR

I'xiste um grande mimero de estratégias para reduzir a disponibilidade de car-
boidratos para o ambiente de treinamento, ¢ deve-se salientar que essas estra-
t¢gias nem sempre derivam de nma dieta com baixo contetido de carboidratos
por si s6, nem restringem a disponibilidade de carboidratos para todas as sessoes
de treinamento’. F importante salientar que, ¢ diversos estudos, essas estraté-
gias podem ser realizadas de mancira combinada. A dicta com baixa reducio
de carboidratos realizada cronicamente proporciona a redugio da disponibili-
dade de carboidratos no msculo (carboidratos advindos de fontes enddgenas
e, principalmente, fontes exégenas) para todas as sessoes de treinamento®.

Por sua vez, a realizagio de dois protocolos de treinamento no mesmo
dia, com demasiada p]'nximid;ldc entre as sessoes, promove uma haixa tlispn-
nibilidade de carboidratos endégenos (p. ex., glicogénio muscular) por meio
da limitada dura¢iio ¢ baixo consumo de carboidratos no curto periodo de
recuperacio apds a primeira sessio de treinamento”. Iissa estratégia reduz a
disponibilidade de carboidratos enddgenos e exégenos para o nnisculo du-
rante a segunda sessdo de treinamento. A realizagdo de uma sessdo de trei-
namento apos uma noite em jejum acarreta a reducio da disponibilidade de
carboidratos exégenos para o nuisculo durante a sessio de treino especifica.
Adicionalmente, essa estratégia promove uma redugio na disponibilidade de
carboidratos endégenos caso haja uma inadequada restauragio dos estoques
de glicogénio muscular eni dias anteriores ao treinamento”.

A utilizacio da estratégia de reter a ingestio de carboidratos durante as
primeiras horas de recuperacio poderia promover mma inadequada disponi-
bilidade de combustivel para a sessdo especifica de treinamento, contudo,
amplificaria as vias de sinalizagiio celular apés o exercicio por cansa do tempo
curto de baixa disponibilidade de carboidratos”. Adicionalmente, essa estra-

tégia poderia interferir no reabastecimento para as sessoes de treinamentos
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subsequentes se o consumo de carboidratos fosse reduzido ao invés de apenas
adiado. Assim, essa retencio no consumo de carboidratos imediatamente apos
o exercicio limitaria a taxa de sintese de glicogénio musculars'. Similarmente,
o retardo no consumo de carboidratos poderia reduzir o potencial de armaze-
namento de glicogénio entre duas sessoes (periodo de recuperagio menor que

§ horas), independentemente da concentracio de carboidratos consumidos”.

ADAPTACOES CRONICAS A0 TREINAMENTO COM REDUZIDO CONTEUDO

DE GLICOGENIO MUSCULAR

A reducio na disponibilidade de carboidratos altera dramaticamente o me-
tabolismo. A reducio no contetido de glicogénio muscular com o exercicio
ocorre concomilantemente com o aumento da oxidacio de dcidos graxos,
sugerindo que o baixo contendo de glicogénio leve i mudanca da utilizacio
de carboidratos para a utilizacio de dcidos graxos™. Adicionalmente, a redu-
¢do no conteido de glicogénio muscular pode estar diretamente envolvida
em adaptacoes celulares ao treinamento pelo controle de vias de sinalizacio
dentro do muisculo ativo.

O recente interesse e se estudar os efeitos da redugio do contetdo de
glicogénio muscular iniciou-se apés o estudo de Hansen et al.". Nesse estu-
do, scte homens nio treinados realizaram um programa de dez semanas de
treinamento com exercicios de extensio de joelho (leg-kicking). Dentro desse
programa de treinamentos, o sujeito realizou com cada perna o mesmo tra-
balho muscular (5 h/semana), contudo clas receberam uma diferente progra-
macio didria: uma fol treinada duas vezes no mesmo dia (low-leg), enquanto
a perna contralateral for treinada diariamente (high-leg). O consumo de uma
dicta rica em carboidrato (~ 8 g/kg/dia) permitiu que a perna high tivesse
uma completa recuperagio do glicogénio muscular a cada dia, enquanto a
perna low iniciasse a segunda sessido com os estoques de glicogénio muscu-
lar deletados (~ 40% reduzido). Comparado com a perna high, a perna que
treinou duas vezes no mesmo dia teve um aumento mais pronunciado no
conteido de glicogénio muscular de repouso (quando o treinamento ¢ a dicta
sdo organizados para promover o reabastecimento energético), na atividade
das enzimas CS ¢ HAD, ¢ nas concentracoes plasnléticns de catecolaminas.
Adicionalmente, embora a poténcia maxima tenha sido similar entre ambas
as pernas, o tempo de exaustdo para exercicio a 90% da poténcia mdxima de

uma perna foi aumentado em quase 100% no caso da perna low.
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Fntretanto, apesar de apresentar resultados instigantes, nma variedade de
questoes ndo permitiun que os cientistas fossem categdricos em recomendar o
treinamento com reduzido conteido de glicogénio muscular para atletas de
endurance™ 7. Primeiramente, os sujeitos da mvestigacio de Hansen et al.”
crain individuos ndo treinados ¢, portanto, nio sc sabia se a realizagio de trei-
namento com baixo conterido de glicogénio mmseular iria causar ammento nas
adaptagoes ¢ no desemnpenho de atletas. Segundo, os participantes do referido
estudo realizaram nma quantidade fixa de trabalho em cada sessio de treino,
embora wmma condi¢io de alto conterido de glicogénio mmscular permitisse
exercitar-se mais ¢/ou em intensidades mais clevadas. Terceciro, o modo de
treinamento realizado (leg-kicking com apenas uma tinica perna) tem ponca
semclhanca com o modo de treinamento realizado pela maioria dos atletas
durante as competicoes, on seja, o tipo de treino ndo condiz com wma sitnagao
competitiva no mundo real. Finalmente, diversos antores sugerem que esse
calenddrio de tremamento com reduzido conterido de glicogénio muscular
realizado cronicamente pudesse induzir a nima sitnacdo de overtraining, lesdes
¢ reducio na capacidade de treinamento de atletas de alto rendimento”™ 7,

Objetivando a extrapolagio desses achados para uma situacio mais real,
Yeo et al.” ¢ Hulston et al.” propuseram um modelo similar de treinamento
usando ciclistas ¢ triatletas altamente treinados ¢ exercicio com maior massa
muscular envolvida. Nesses estudos, os atletas foram divididos em dois grupos
¢ cada grupo realizou dezoito sessocs de treinamento em um periodo de trés
semanas. O grupo controle (high) treinou 6 dias/semana, durante trés sema-
nas, alternando entre 100 minutos de treinamento aerébio em carga constan-
te (~ 70% \-"’(,)Em_“_} em um dia ¢ treinamento intervalado de alta intensidade
1o outro (8§ séries de 5 min de esfor¢o midaximo com 1 min de recuperacio
cutre as séries). Durante as 24 horas de recuperacio entre as sessoes de treino,
o grupo high receben mma dicta visando reestabelecer os estoques de glicoge-
nio nuscular. Fm contraste, o grpo experiiental (low) treinou duas vezes
no mesmo dia, realizando o treino acrébio pela manha, seguido de 2 horas
de recuperacio e, logo depois, realizaram o treinamento intervalado de alta

1" o treinamento com re-

intensidade. Similarmente ao estudo de Hansen et a
duzido contendo de glicogénio muscular apresentou anmento de maior mag-
nitude na atividade das enzimas CS, [TAD e citocromo ¢ oxidase subunidade
IV (COX V), além de numa tendéncia de aumento da atividade da enzima

FAT/CD36 qnzmdo (:onq)a—lrzldo a0 treinamento com contenido de glicog&nio
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muscular normal. Adicionalmente, apés o treinamento com baixo contetido
de glicogénio muscular, houve uma significativa diminuicao na taxa de oxi-
dagdo de carboidratos ¢ aumento na oxidagao de lipidios, principalmente em
virtude de wim aumento na taxa de oxidaciio de triglicerideos intramuscular
durante 60 min de exercicio de carga constante (70% \-7()2111;1};). Futretanto,
apesar do aumento no desempenho en wma prova contrarrelogio de 60 mi-
nutos, nio foram encontradas diferengas significativas na magnitude de an-
mcento entre os grupos.

Conjuntamente, essas evidénceias permitem afirmar que as sessoes de trei-
namento realizadas com reduzida concentracio de glicogénio muscular po-
dem anmentar a magnitude de adaptacoes metabdlicas associadas ao treina-
mento, mesmo em mdividuos altamente treinados™. Contado, cabe ressaltar
que, nesses estudos, apesar das elevadas respostas adaptativas ao treinamento,
a intensidade da segnnda sesso de treinamento realizada com contetido de
glicogénio muscular baixo foi signihcativamente reduzida em comparacio
com o treinamento com estoques de glicogénio muscular normais*>. Adicio-
nalmente, os protocolos que induziram a deplecio do contetido de glicogénio
muscular foram realizados preferencialmente duas horas antes da segunda
sessdo de treino, o que pode ser apontado como uma deficiéncia metodoldgi-
ca, pois também ndo se permite isolar se as respostas produzidas na segunda
sessdo de treino ocorrem como efeito da reducio no contetido do GM ou da
realizacio de duas sessoes de treino com demasiada proximidade.

E curioso que aumentos metabélicos ndo sejam traduzidos em melhora
no desempenho. Razoes para essa aparente discrepincia incluem: a brevidade
dos periodos de estudo, a possibilidade que o desempenho nio seja direta ou
quantitativamente relacionados aos marcadores que tenham sido mensura-
dos, a falha na mensuragio de outros marcadores contraprodutivos, ou ainda,
a comum falha dos cientistas esportivos em focar em adaplacdes musculares

¢ ignorar as contribuicoes do sistema nervoso central para o desempenho”.

TREINAMENTO COM REDUZIDO CONTEUDO DE GLICOGENIO MUSCULAR: POSSIVEIS
MECANISMOS

A reducio no contetido de glicogénio muscular provocado pelo exercicio
ocorre concomitantemente com o aumento da oxidagio de dcidos graxos, su-
gerindo que a reducio do glicogénio muscular seja diretamente responsidvel

pela alteracio do metabolismo corporal, passando da oxidacio de carboidra-
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tos para a oxidacio de lipidios. Adicionalmente, a redugio do conteido de
glicogénio muscular estd diretamente relacionada a adaptacoes celulares ao
treinamento.

A manipulagio dos estoques de glicogénio muscular cria um nimero
de alteracdes que, juntas, provavelmente suportam o aumento das respostas
adaptativas ao treinamento. Fssas alteragoes incluem alteragoes na atividade
do sistema nervoso simpdtico, como ocasionado pelo aumento da concentra-
¢do plasmadtica de catecolaminas™, mudancas na atividade de proteinas que
contém dominios ligados ao glicogénio, tal qual as enzimas CS ¢ HAD!™2>7)
e alleragdes no metabolismo de carboidratos ¢ lipidios™ . Coletivamente,
esses resultados indicam que o exercicio de alta intensidade realizado com re-
duzido contenido de glicogénio mmiscenlar anmenta a capacidade de oxidacio
de dcidos graxos em relacdo ao treinamento com niveis normais de glicogénio
muscular®.

Os componentes-chave para esse paradigma sio o coativador da transeri-
¢io génica PGC-lalfa, a proteina quinase ativada pelo AMP (AMPK) ¢ o
receptor ativado pelo proliferador peroxisomo a ¢ 8 (PPARalfa ¢ PPARgama).
O PGC-lalfa ¢ vin coativador dos tatores de transericiio envolvidos na biogé-
nese mitocondrial ¢ metabolismo de lipidios. O AMPK ¢ ativado pelo estresse
metabdlico, e agudamente controla a taxa de metabolismo de lipidios por
meio da regulacio de malonil-CoA e, em longo prazo, altera a transcri¢io de
genes envolvidos na biogénese mitocondrial e metabolismo lipidico. As PPAR
sdo fatores de transericio ativados pelos deidos graxos que, com a PGC-lalfa,
controla a expressdo de enzimas do metabolismo de dcidos graxos.

O exercicio realizado com reduzido contetido de glicogénio muscular ¢
percebido pelo corpo como um grande agente estressor, resultando na eleva-
¢do dos niveis de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) circulantes, que
podem afetar as respostas adaptativas ao treinamento de duas maneiras™. Pri-
meiro, catecolaminas afetam as respostas adaptativas por meio da fosforilaciio
¢ ativacio da proteina ligada a resposta do AMPe (CREB). O exercicio entdo
aumenta o estado de ativagdo da CREB tanto nos miisculos ativos quanto nos
demais muiseulos por causa da elevada atividade do sistema nervoso simpidti-
co”. Um dos alvos da CRIEB ¢ a PGC-1alfa'. Dessa forma, as catecolaminas
atam por meio de receptores beta-adrenérgicos, podendo ter um papel signi-
ficativo no anmmento da oxidagio de dcidos graxos, seguido do treinamento de

endurance em estado de glicogénio depletado. A segunda maneira pela qual
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as calecolaminas alteram as repostas adaptativas ao treinamento ¢ por altera-
¢oes no metabolismo de lipidios pela ativacio da lipase sensivel ao horméonio
(HSL) que ¢ fosforilada por meio da proteina quinase A (PKA). O aumento
da atividade da HSL proporciona nm ammento da lipdlise no musculo e no
lecido adiposo, havendo assim uma maior disponibilidade de dcidos graxos
livres para o nuisculo durante o excrcicio, resultando no aumento da oxida-
¢do de deidos graxos para a geracdo de encrgia ¢ consequente aumento da
atividade das PPAR, que sdo fatores de transericdo ativados pela ligacio com
dcidos graxos. No nuisculo, as PPAR alfa e gama, juntamente com a PGC-
-lalfa, ligam-se aos promotores de enzimas-chave do metabolismo de lipidios,
incluindo carnitina palmitol transferase 1 (CPT'1), a enzima translocadora de
dcidos graxos (FAT/CD36) ¢ a propria HSL.

O exereicio de endurance de alta intensidade aumenta a atividade da
allaZ-AMPK, tunto basal quanto pos-exercicio, em situagoes nas quais o con-
tetido de gheogénio museular estd reduzido™. Adicionalmente, a transloca-
cdo nuclear de alfaZ-AMPK tem sido sugerida como um importante fator de
regulacio de dois importantes fatores de transcricio: MEFZ (myocite-enhance
fator 2) ¢ NRF1 (nuclear respiratory fator 1). Ambos possuem papel relevante
no controle de uma variedade de genes para lipo de fibra, metabolismo de
carboidratos ¢ biogénese mitocondrial™. Entretanto, Hulston ¢t al.”” demons-
traram que o aumento induzido pelo treinamento na proteina GLU'T4 foi ate-
nuado quando o treinamento ocorren com reduzido contenido de glicogénio
muscular, sugerindo que a AMPK sozinha ndo tenha efeito no treinamento
com contendo de glicogénio muscular reduzido.

O estudo farmacoldgico de Narkar et al.” pode ajudar a esclarecer como o
treinamento com reduzido conteiddo de glicogénio muscular pode afetar en-
zimas do metabolismo lipidico. Fsses antores sugerem que treinando ratos na
esteira cotn adicional ingestdo de GWI1516, uma droga que ativa a PPARga-
1, resulton no ammento na capacidade de utilizar lipidios como combusti-
vel, por meio do anmento da CPTL, FAT/CD36 e lipase lipoproteica. Interes-
santemente, L|11e1ndc) este composto GW foi ingcridc) sozinho, ou seja, sem a
realizacdo do exercicio, ndo houve efeito no metabolismo lipidico. Por outro
lado, quando o composto GW foi ingerido com Aicar, uma droga que ativa a
AMPK, os antores observaram mm aumento da atividade de enzimas do meta-
bolismo lipidico. Os autores também observaram wma direta interagio entre

altaZ-AMPK ¢ PPARgama, além de que a atividade da AMPK ¢ PPAR poderia
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ser aumentada pela PGC-lalfa. Coletivamente, esses resultados sugerem que
a PPARgama interaja com a AMPK ¢ PGC-lalfa para aumentar a atividade
de enzimas do metabolismo lipidico™.

Fian siutese, os possivels mecanismos que explicariam as adaptacoes mus-
culares induzidas pelo treinamento com reduzido conteudo de glicogenio
muscular sdo: 1) o exercicio com reduzido contetido de glicogénio muscular
aumenta a concentracio de catecolaminas circulantes; 2) as catecolaminas
levam a anmento na transericio de PGC-lalfa, resultando no aumento da
concentracio de PGC-lalfa em sna forma mais ativa dentro do nnisculo; 3)
as catecolaminas levam a wim aumento na quebra de triglicerideos a dcidos
graxos livres, resultando em um aumento da concentragio de dcidos graxos
livres no plasma; 4) esse aumento da concentracio de dcidos graxos livres ¢
da quebra de triglicerideos intramuscular resulta em aumento do consumo ¢
oxidacio de dcidos graxos; 5) esse ammento no consumo ¢ oxidacio de dcidos
graxos resulta em awmento da ativagio das PPARalfa ¢ —gama; 6) o exercicio
de alta intensidade em estado de glicogénio muscnlar depletado anmenta a
atividade da AMPK; 7) juntos, esse anmento da PGC-lalfa, PPAR ¢ ANIPK
promove o aumento da expressdo de genes ligados ao metabolismo lipidico;
8) quando cronicamente, esses resultados levam ao aumento da capacidade
de se utilizar gordura como fonte de energia em exercicios submiximos, pou-
pando glicogénio muscular, ¢ potencialmente clevando a capacidade de exer-

cicio (Iigura 31.1).

APLICACOES PRATICAS: “TREINAR BAIXO, COMPETIR ALTO"
Claramente, as adaptacoes musculares alcancadas pelo treinamento sio uma
importante parte da melhora do descmpenho atlético. Entretanto, mudangas
na fisiologia muscular on marcadores do metabolisimo celular ndo sio, por si,
facilitadores do desempenlio. Portanto, ndo ¢ surpreendente que os benefi-
cios do treino com reduzido contetido do glicogénio muscular tenham gerado
excitagiio dentro da comunidade esportiva. Infelizimente, ha evidéncias de
ndo entendimento dos principios ¢ da pritica do treinamento low por parte
dos atletas, treinadores ¢ até mesmo cientistas esportivos™.

Contudo, parece haver um mal entendimento da ideia do estudo proposto
por Hansen et al.", em que a implementacio de uma dicta com restrigio de
carboidratos nio ¢ feita pela exposi¢io de nm ambiente com buixo conterido

de carboidratos em todas as sessoes de treino. De fato, o protocolo adotado por
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Figura 31.1 Mecanismos das adeptacdes musculares induzidas pelo treinamento com re-
duzido confeido de glicogénio muscular. 1) O exercicio aumenta a concentracdo de coteco-
laminas circulantes; 2) as catecolaminas aumentam a concentracdo de PGC-1¢. em sua forma
mais ativa dentro do musculo; 3) as catecolaminas levam a um aumento da concentracdo
de AG livres no plasma; 4) o aumento da concentragdo de AG livres resulta em aumento da
oxidacd@o de AG; 5) esse cumento na oxidacdo de AG resulta em aumento da ativacdo das
PPAR; 6) o exercicio de alta intensidade em estado de glicogénio muscular depletado cumenta
a atividade da AMPK; 7) juntos, esse aumento da PGC-1alfa, PPAR e AMPK promove o au-
mento dao expressdo de genes ligados ao metabolismo lipidico; 8) quando crenicamente, esses
resultados levam ao aumente da capacidade de se utilizar gordura em exercicios submdximos.
TG: trigliceridecs; AG: dcidos graxos.

[Hansen et al.™ e pelos demais estudos que o seguiraim™

téin cnvolvido os pro-
gramas de treinamento com dnas sessdes de treino no mesmo dia, sendo a se-
gunda sessio realizada no mesmo dia, poucas horas apos a primeira, asseguran-
do um reabastecimento mimimo de glicogénio muscular durante o periodo de
recuperagdo. A segunda sessiio de treino € iniciada com aproximadamente 40%
14,35

menos de glicogénio muscular™”, Entretanto, apés csta sessdo, hd a ingestao

de uma dieta com alto conteido de carboidratos com o intuito de obter uma

supercompensacio do glicogénio muscular e os atletas iniciarem a sessdo de

deple¢io seguinte com os estoques de glicogénio muscnlar jd reestabelecidos.
Outros cstudos tém usado diferentes protocolos para sc induzir a redu-

¢ido do conteido de glicogénio antes do inicio da segunda sessdo de treino.
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Por exemplo, a realizacio do exercicio apés nma noite de jejum; a ingestdo de
dgua durante periodos de treinos prolongados; periodos livres de carboidratos
nas horas apds o exercicio; ou, ainda, o consumo de carboidratos abaixo do
idealizado para determinada carga de treino®. Interessantemente, o exercicio
cm estado de jejum prolongado tem sido utilizado para promover diferentes
respostas de sinalizacio celular ao exercicio realizado com o consumo de car-
boidratos antes ¢ durante a sessdo’. Conjuntamente, essas mfonnmacdcs supor-
tam o protocolo descrito “treinar baixo, competir alto” — em que o treinamen-
to realizado com baixa disponibilidade de glicogénio muscular aumentaria
as respostas adaptativas ao treinamento, enquanto que competindo em alta
disponibilidade de combustivel poderia haver um aumento no desempenho®.

Portanto, o modelo de treinamento com reduzido contetido de glicogénio
muscular pode ser nma estratégia importante para manutengio da satide, por
exemplo, para individuos que apresentam sindrome metabdélica, pois treinar
com baixo conteido de glicogénio muscular poderia ser uma alternativa para
aumentar a oxidaciio de Iipl’di(_).\ e, consequentemente, reduzir os riscos |igu—
dos & obesidade. Adicionalmente, treinar com reduzidas concentracoes de
glicogénio muscnlar durante a pré-temporada pode ser uma alternativa para
atletas gerarem maiores adaptacoes nesse periodo especthico do calendirio de
treinamento ¢ formar a base para o periodo competitivo.

Fntretanto, a possibilidade de que protocolos de treinamento com rednzi-
do contetido de glicogénio muscular possam reduzir a capacidade de treinar
em altas intensidades requer atengdo. Muitos téenicos deserevem programas
de treinamento em quais os atletas sao requeridos a trabalhar em intensidades
especificas acima dos seus “pacing de prova”, onde o sucesso de muilos espor-
tes € definido pela velocidade do sprint final, Intuitivamente, sacrificando a
capacidade de treinar em altas intensidades deveria ser feita com cautela por
parle dos treinadores alé que mais evidéncias possam ser mostradas de que
esse tipo de estratégia ndo prejudica o desempenho®.

Adicionalmente, lacunas metodolagicas podem estar interferindo nessa
nio transferéncia do aumento das adaptacoes para o aumento no desempe-
nho. Alguns protocolos"™ ™ que induziram a deplecio do contendo de gli-
cogtnio muscular foram realizados preferencialmente duas horas antes da
segnnda sessdo de treino, o que pode ser apontado como uma deheiéncia
metodoldgica, pois tamhém ndo se permite isolar se as respostas produzidas

na segunda sessio de treino ocorrerem como efeito da reducio no conteido
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do glicogénio muscular on da realizacio de duas sessoes de treino com dema-
siada proximidade. Portanto, futuras investigagoes sio requeridas para deter-
minar se esse aumento das adaptacdes do treinamento ¢ resultado direto do
treino com baixa disponibilidade de glicogénio muscular ou simplesmente o
cfcito de treinar duas vezes no mesmo dia.

Muito embora a discussdo dos efeitos cronicos do treinamento com redu-
zido contetido de glicogénio muscular esteja focada nos beneficios, ¢ impor-
tante considerar os cfcitos colaterais dessa estratégia®™. Existe a possibilidade
de que essa alta regnlagio da utilizagio de lipidios durante o exercicio esteja
associada a desregnlacio da utilizagio de carboidratos. De fato, em adap-
tagocs, a dicta hiperlipidica para ammentar a carga de carboidratos durante
eventos de endurance, poupando glicogénio muscular durante o exercicio,
aparcce agora como resultado do uso inapropriado de glicogénio muscular
por causa da redugdo da atividade da enzima piruvato desidrogenase (PDI),
ocasionando a diminui¢io da entrada de carboidratos no Ciclo de Krebs™.
Iissa falha na oxidacdo de carboidratos pode impedir a sustentacio de altas
intensidades durante eventos de endurance'’”. Adicionalmente, a magnitude
das respostas de hormonios do estresse (adrenalina e cortisol) ¢ citosinas (11-
0, Il-1ra e IL-10) sdo significantemente maiores quando individuos realizam
cronicamente treinamento com reduzido contetido de glicogénio do que em
situacoes em que o conteido de glicogénio muscular ¢ normal, tendo sido
especulado que os atletas que treinam cronicamente com essa deficiéncia
de carboidratos estio se colocando em risco pelo efeito imunossupressor do
cortisol, incliindo a supressio da produgio de anticorpos, proliferacio de
linfocitos ¢ a morte natural de células com atividades citotoxicas'”. Ademais,
a reducdo cronica do conteido de glicogénio pode causar sintomas como
sonoléncia, funciio perceptiva ¢ cognitiva prejudicada ¢ transtorno de afeti-
vidade, que sdo considerados sintomas da fadiga do sistema nervoso central”.
[inalmente, o efeito de se treinar repetidamente com reduzido contendo de
glicogénio muscular pode aumentar o risco de doencas', lesoes™ ¢ overtrai-

ning=, que também precisam ser considerados.

CONSIDERACOES FINAIS
Em sintese, recentes evidéncias permitem afirmar que as sessoes de treina-
mento realizadas com reduzida concentragio de glicogénio muscular an-

mentam a magnitude de adaptagoes metabélicas associadas ao treinamento,
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tanto em individuos nio treinados quanto altamente treinados. Por outro lado,
essas elevadas adaptacoes nio sao traduzidas em melhora no desempenho. A
possibilidade de que protocolos de treinamento com reduzido contetido de
glicogénio muscular possam reduzir a capacidade de treinar em altas intensi-
dades também requer atencio por parte dos atletas ¢ treinadores, para que os
possiveis efcitos colaterais dessa estratégia possam ser minimizados.
Adicionalmente, os protocolos que induziram a deple¢io do conteido de
glicogénio muscular foram realizados preferencialmente duas horas antes da
segunda sessao de treino, o que pode ser apontado como uma deficiéncia
metodoldgica, pois também ndo se permite isolar se as respostas produzidas
na segunda sessdio de treino ocorrerem como efeito da redugdo no contendo
do GM ou da realizaciio de duas sessdes de treino nito proximas. Portanto,
futuras pesquisas sdo necessdrias para clucidar os mecanismos responsaveis
por essas adaptagdes ao treinamento com reduzido conterido de glicogénio
muscular ¢ determinar se essas adaptagoces ao treinamento sdo resultado di-
rcto do treinamento com baixa disponibilidade de glicogénio muscular, ou

simplesmente o efeito de treinar duas vezes no mesmo dia.
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO_
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E.)

Convido o (a) Sr.(a) para participar, como voluntario (a), do estudo 2 “Adaptac¢des agudas ao
treinamento com contetdo de glicogénio muscular reduzido” da pesquisa (“ADAPTACOES
AGUDAS E CRONICAS AO TREINAMENTO COM CONTEUDO DE GLICOGENIO
MUSCULAR REDUZIDO ).

Este Termo de Consentimento pode conter alguns topicos que o/a senhor/a ndo entenda. Caso
haja alguma duavida, pergunte a pessoa a quem esté lhe entrevistando, para que o/a senhor/a
esteja bem esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo. Apos ser esclarecido (a) sobre as
informacdes a seguir, caso aceite em fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final
deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel.
Em caso de recusa o (a) Sr. (a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos
que o (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o consentimento da sua participagdo em qualquer
fase da pesquisa, sem qualquer penalidade. Em caso de ddvida vocé pode procurar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia
s/n —1° Andar, Sla 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740- 600, Tel.: 2126.8588 — e-
mail: cepccs@ufpe.br).

INFORMAQOES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do Projeto: AdaptacGes agudas e crénicas ao treinamento com contetido de glicogénio
muscular reduzido.
Pesquisador Responsavel: Carol Virginia Gdis Leandro.
Endereco/Telefone/e-mail para contato (inclusive ligaces a cobrar): Laboratério de Fisiologia
e Farmacologia. Departamento de Nutricdo. Av. Prof. Moraes Rego, 1235 — Cidade
Universitéaria, Recife — PE. CEP: 50670-901 ou Nucleo de Educacdo Fisica e Ciéncias do
Esporte. Centro Académico de Vitdria. Rua do Alto do Reservatorio s/n, Bela Vista. Vitdria
de Santo Antdo/PE. CEP: 55608-680 / (81) 35233351/ carolleandro22@gmail.com.

Pesquisadores participantes: Victor Amorim Farias Andrade de Souza; Adriano Eduardo Lima
da Silva.
Telefones para contato: (81) 35233351

= Que o estudo se destina a entender como uma sessdo aguda de treinamento com
conteudo de glicogénio muscular reduzido melhora o desempenho no exercicio fisico;

» Que aimportancia deste estudo € investigar as adaptagdes agudas causadas treinamento
em diferentes estratégias de reducdo do conteddo de glicogénio muscular.
Adicionalmente, as estratégias utilizadas no estudo sdo importantes para manutencao da
salde, por exemplo, para individuos que apresentam sindrome metabolica, pois treinar
com baixo contetdo de GM poderia ser uma alternativa para aumentar a oxidacdo de
lipidios e consequentemente reduzir os riscos ligados a obesidade; e podem ser uma
alternativa para gerar maiores adaptacdes durante o periodo de pré-temporada e formar
a base para o periodo competitivo.


mailto:cepccs@ufpe.br
mailto:carolleandro22@gmail.com
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Que esse estudo comecard em Julho de 2014, com previsdo de termino para Dezembro
de 2015, mas eu estou ciente que a minha participacdo resume-se a sete visitas ao
laboratério.

Que o estudo serd feito da seguinte maneira: Eu deverei visitar o laboratério de
Fisiologia do Exercicio do Centro Académico de Vitdria, CAV/UFPE, sete vezes. Na
primeira visita, serei submetido a teste incremental até a exaustdo onde os pesquisadores
aumentam a intensidade do esforco a cada quatro minutos até eu ndo conseguir mais
pedalar ou pedir para interromper o teste. Este teste tera a duracdo de 30 minutos.
Setenta e duas horas ap0s o teste incremental, eu realizarei os seguintes protocolos,
separados por aproximadamente uma semana: 1) uma sessao de treino para reducao do
estoques de glicogénio muscular na manh& de um dia e uma sesséo de treino intervalado
na manha seguinte do outro, com um periodo de 22-24 h de recuperacao entre as sessoes,
onde neste periodo de recuperacgdo irei consumir duas refei¢ées contendo 80 % CHO,
10 % lipidios e 10 % proteinas; 2) uma sessdo de treino para redugdo do estoques de
glicogénio muscular na manha de um dia e uma sesséo de treino intervalado na manha
seguinte do outro, com um periodo de 22-24 h de recuperacdo entre as sessdes, onde
neste periodo de recuperacao irei consumir duas refei¢cdes contendo 6,5 % CHO, 83,5
% lipidios e 10 % proteinas; 3) uma sessdo de treino para reducdo do estoques de
glicogénio muscular e uma sessdo de treino intervalado realizadas pela manh&, no
mesmo dia, separadas por um periodo de 2h, onde neste periodo de recuperacdo irei
consumir somente agua. Cada uma dessas sessOes tera duracao de aproximadamente 90
minutos.

Eu fui informado que os testes ou treinamentos poderdo ser interrompidos por decisdo
dos pesquisadores ou caso eu me sinta cansado e indisposto.

Eu fui informado que antes, imediatamente apds e trés horas apds a sessdo de treino
intervalado, irei realizar um micro biopsia do musculo vastus lateralis, com anestesia
local, utilizando a técnica de agulha de bidpsia subcutanea com sucgdo. O procedimento
de biopsia muscular sera realizado por um médico experiente, que ja realiza essas
medidas rotineiramente. Antes do procedimento de retirada de 40-50 mg de massa
muscular, 0 médico anestesiara a pele e a fascia sobrejacente ao masculo usando 1 %
de xilocaina.

Eu fui informado que antes, imediatamente apds e trés horas apds a sessdo de treino
intervalado, serdo coletados amostras de 15 mililitros de sangue venoso. Assim, antes
do inicio do protocolo, um cateter sera fixado na veia braquial com infusdo periodica de
salina estéril para evitar a coagulagéo e obstrugdo da passagem do sangue pelo cateter.

Que existe risco quanto a realizacédo da coleta de sangue e da biopsia muscular, mas que
0s pesquisadores irdo adotar todos os procedimentos conhecidos para amenizar esses
riscos.

Que os possiveis riscos @ minha saude fisica e mental sdo: riscos de morte subita por
infarto do miocardio, episédios vaso vagais, dor muscular e rigidez. No entanto, estes
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eventos sdo extremamente raros (< 0,1 %) e improvavel quando os cuidados com a
triagem e sintomas sdo tomadas antes e durante os testes. Além de desconforto,
hematomas, contusdes temporéarias no local da biopsia, dor, dor tardia, sangramento,
sensacdo alterada da localizagdo da pele, tonturas e mal estar que possam ocorrer
durante o teste.

= Que ndo existem outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados.

= Que deverei contar com a seguinte assisténcia: apesar de extremamente raros, caso eu
tenha algum evento de mal subito, haverda a presenca do Médico responsavel pela
pesquisa, Dr. André Sansonio de Morais, CRM: 15251-PE, bem como um desfibrilador
no Centro Académico de Vitéria (CAV) onde as atividades serdo efetuadas. Ademais,
serei submetido a exames cardioldgicos sob a supervisdo do Médico responsével pelo
acompanhamento da pesquisa antes de iniciar os testes. Além disto, eu serei
transportado de ambulancia publica ou de automovel particular para o hospital publico
mais préximo da Universidade, sendo responsavel pelo transporte o professor Dr.
Adriano Eduardo Lima da Silva e/ou professora Dr.2 Carol Virginia de Géis Leandro.

= Que os beneficios que deverei esperar com a minha participacdo, mesmo que ndo
diretamente sdo: eu terei acesso a qualquer resultado referente ao meu teste e que
poderei, a qualquer momento, esclarecer minhas duvidas com o pesquisador
responsavel.

» Que aminha participacdo serd acompanhada do seguinte modo: O médico especializado
ird realizar as coletas de tecido muscular, por meio da biépsia muscular e o professor
responsavel ira realizar os meus testes e eu estarei sendo monitorado por um monitor
cardiaco durante todas as sessoes.

=  Que, sempre que desejar serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas
do estudo.

= Que, a qualguer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e,
também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer
penalidade ou prejuizo.

= Que as informagdes conseguidas através da minha participacdo ndo permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacao
das mencionadas informacdes so seré feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

= Nome e Assinatura do pesquisador LC - / g

Profé. Dr3. Carol Virginia Géis Leandro

—
L -]

As informac0Oes desta pesquisa seréo confidencias e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa (entrevistas, filmagens, etc), ficardo armazenados no computador do
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Laboratorio de Fisiologia do Exercicio, sob a responsabilidade do pesquisador principal, no
endereco acima informado, pelo periodo de no minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as
despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores (ressarcimento de
transporte e alimentacdo). Fica também garantida indenizacdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisao judicial ou extra-
judicial.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG:
,CPF: , abaixo assinado, apos a leitura deste documento e de ter tido
a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel,
concordo em participar do estudo “Adaptagdes agudas e cronicas ao treinamento com contetido
de glicogénio muscular reduzido” — Estudo 2, como sujeito. Fui devidamente informado(a) e
esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre a pesquisa,
os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento.

Local e data
Nome e Assinatura do sujeito:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do
sujeito em participar.

02 testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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ANEXOS

ANEXO A - Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W"@
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

- G- P

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Adaptactes agudas e cronicas ao treinamento com contetido de glicogénio muscular
reduzido
Pesquisador: Victor Amorim Farias Andrade de Souza
Area Tematica:
Versdo: 2
CAAE: 30378414.8.0000.5208
Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Patrocinador Principal: CNPQ

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 728.899
Data da Relatoria: 19/06/2014

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de reposta as pendéncias da pesquisa em epigrafe a ser desenvolvida como tese do doutorado do
Programa de Pés-Graduagdo em Nutrigdo desta Universidade Federal de Pernambuco, a qual conta com o
apoio CNPq.

A pesquisa visa investigar se as respostas adaptativas agudas e crdnicas ao treinamento realizado com
baixa concentracdo de glicogénio muscular sdo causadas diretamente pala baixa disponibilidade de
glicogénio ou pela realizagdo de duas sessdes de treinamento de ciclismo no mesmo dia. Para isso utilizara
3 grupos compostos por 10 pessoas cada um: um grupo com alto glicogénio muscular (um treinando por dia
pela manha), outro Baixo glicogénio muscular (um treinamento por dia) e outro Baixo glicogénio muscular
duas Vezes (dois treinamentos por dia). Inicialmente todos os participantes deveréo realizar uma prova de
esforgco maximo para posterior determinar a carga de 90% do limiar aerébio.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo da pesquisa & de investigar se as respostas adaptativas agudas e crénicas ao treinamento
realizado com baixa concentracdo de glicogénio muscular sdo causadas diretamente pala baixa
disponibilidade de glicogénio ou pela realizacdo de duas sessdes de treinamento de

Endereco: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br

Pagina 01 de 03
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Continuagao do Parecer: 728.899

ciclismo no mesmo dia.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos aos individuos sédo os inerentes a atividade submetida aos participantes, incluindo "riscos de morte
sUbita por infarto do miocéardio, episédios vaso vagais, dor muscular e rigidez". Quanto a bidpsia, esta sera
realizada por uma pessoa especializada para tal. Mas o projeto n&o prevé a permanéncia de um médico ou
de desfibrilador cardiaco no local das atividades, e apenas uma ambulancia para levar o pesquisador até o
hospital se necessario. No TCLE estes riscos ndo estdo bem detalhados, nao existindo a adverténcia da
morte subita.

Como beneficio, a pesquisa podera contribuir para novas formas de treinamento fisico de alta performance,
e o conhecimento a respeito da bioquimica muscular frente ao exercicio.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Tratar-se de uma pesquisa com metodologia bem delineada, atendendo aos objetivos propostos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Os termos de apresentaco obrigatoéria estdo anexados a Plataforma Brasil.

Recomendagoées:
Sem recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Quanto a solicitagdo da relatoria anterior referente a informagao sobre o médico responsavel, incluindo no
projeto e no TCLE, bem como a carta de anuéncia do mesmo, o pesquisador atendeu as pendéncias.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questdo e o pesquisador esta autorizado para iniciar a
coleta de dados.

Projeto foi avaliado e sua APROVAGAQ definitiva sera dada, apés a entrega do relatério final, na
PLATAFORMA BRASIL, através de “Notificacdo " e, apds apreciagdo, serd emitido Parecer
Consubstanciado .

Enderego: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
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Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@uipe.br
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Continuagio do Parecer: 728.899

RECIFE, 25 de Julho de 2014

Assinado por:

GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)
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