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RESUMO

O treinamento resistido (TR) é uma estratégia de baixo custo e alta eficacia na
promogao de diversos efeitos benéficos em variadas populagdes. O volume de TR é
uma variavel que estima o trabalho mecanico executado ao longo de uma sessao de
treinamento, e esta diretamente relacionada a hipertrofia muscular esquelética em
humanos. O objetivo do presente trabalho foi analisar os efeitos do volume de TR
sobre a forga muscular e marcadores inflamatérios de adaptagdo em camundongos
adultos saudaveis submetidos a 4 semanas de TR. A forgca maxima foi avaliada pelo
teste de capacidade maxima de carregamento (CMC), que também foi utilizada para
a prescri¢cao da intensidade de treino. Inicialmente, os animais foram alocados em 4
grupos: o grupo Controle, ndo executou o TR; o grupo G1S, submetido a 1 série de
TR; 0 G2S, executou 2 séries de TR; o G4S, executou 4 séries de TR por sessao.
Os grupos foram treinados com intensidade proporcional a 75% da CMC em 3
sessdes semanais. Apds as 4 semanas de TR, houve diferengas significativas na
forca muscular em funcdo do volume de TR, o que caracterizou uma relagcado dose-
resposta. Esses resultados permitiram delinear um modelo matematico de predi¢cao
da forca muscular pos-TR, para o qual, dois grupos adicionais de camundongos
foram incluidos: grupo LIG, animais treinados com intensidade baixa (40% da CMC);
grupo HIG, camundongos treinados com intensidade alta (80% da CMC); para
ambos os grupos o mesmo volume de TR foi estabelecido, tendo sido observado
ganho similar na forgca muscular. Os resultados demonstraram que o modelo
conseguiu predizer os niveis de forca pos-TR, confirmando a forte relagdo entre
volume de TR e ganho de for¢a. Adicionalmente, analise das concentragdes séricas
de interleucina 6 e 6xido nitrico demonstraram que ambos responderam ao exercicio
(volume de TR) de maneira dose-dependente. Estes achados demonstram a
relevancia do volume de TR na promocido dos resultados desejados com o
treinamento, seja o aumento de forga ou da massa muscular, haja vista que os
marcadores analisados se relacionam com mecanismos moleculares de hipertrofia

muscular

Palavras-chave: Trabalho mecanico; Forga; Adaptacao.



ABSTRACT

Resistance training (RT) is a low-cost, highly effective strategy to promote several
beneficial effects across varied populations. RT volume is a variable that estimates
mechanical work performed at a training session, and is directly related to skeletal
muscle hypertrophy in humans. The objective of the present study was to analyze the
effects of RT volume on muscle strength and inflammatory markers of training
adaptation in healthy adult mice submitted to 4 weeks of RT. The maximum strength
was assessed by Maximal Carrying Capacity test (MCC), and was used to prescribe
the training intensity. The animals were randomly allocated in 4 groups: Control
group, which did not performed RT; G1S was submitted to 1 set of RT per session;
G2S performed 2 sets of RT, and G4S submitted to 4 sets of RT, per session.
Groups were trained with intensity proportional to 75% of MCC in 3 sessions weekly.
After 4 weeks of RT, there were significant differences for muscle strength as a
function of RT volume, which characterized a dose-response relationship. These
results made it possible to design a mathematical model for the prediction of post-RT
muscle strength, for which two additional groups of mice were included: LIG group,
animals trained with low intensity (40% of MCC); HIG group, mice trained with high
intensity (80% of the MCC); same RT volume was determined for both groups, and
similar increases in muscle strength were observed. The model was able to predict
the post-RT strength levels, confirming the strong relationship between RT volume
and strength enhancement. Moreover, analysis of serum interleukin 6 and nitric oxide
concentrations showed that both of them responded to RT volume in a dose-
dependent manner. These findings denote the relevance of RT volume as the
promoter of desired results with training, either strength enhancement or increase in
muscle mass, as makers analyzed herein are related to molecular mechanisms of

muscle hypertrophy.

Keywords: Mechanical work; Strength; Adaptation.
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1 FUNDAMENTAGAO TEORICA

A inatividade fisica obrigou os sistemas publicos de saude ao redor do mundo a
gastarem cerca de US$ 31 bilhdes, apenas em 2013, com hospitalizagbes
relacionadas a doengas crbnicas nao-transmissiveis para as quais a inatividade
fisica € um fator de risco, como diabetes mellitus, hipertensdo, cancer de mama,
cancer de colon, doenca coronariana e acidente vascular (DING et al., 2016).
Ademais, a inatividade é responsavel por 8 % das mortes atribuidas a estas
doengas, com maior numero absoluto de mortes ocorrendo em paises de renda
média, como o Brasil, em que a inatividade fisica esta atribuida a 11 % das mortes
(KATZMARZYK et al., 2021).

Adicionalmente, a inatividade fisica acelera o declinio natural da forca e da
massa muscular, contribuindo com o desenvolvimento da sarcopenia, uma doencga
que atinge principalmente individuos idosos, caracterizada pela reducédo gradativa
da forgca e da massa muscular, gerando consequéncias negativas sobre a fungéo
fisica (CRUZ-JENTOFT et al., 2019; FERRUCCI et al., 2012). Um baixo nivel de
massa muscular — massa magra apendicular < 20 kg em homens e < 15 kg em
mulheres (STUDENSKI et al.,, 2014) — é, per se, um fator de risco para
hospitalizagdo (ZHANG et al., 2018), e esta relacionado a mortalidade de pacientes
geriatricos 2 anos apos a hospitalizagéo, havendo chances 4,3 vezes mais altas de
morte neste periodo, em comparagao a pacientes com maior nivel de massa
muscular (SIPERS et al., 2019).

Estima-se que, quando a massa muscular se encontra reduzida, os gastos com
hospitalizagdes aumentem em 52,7 % (SOUSA et al.,, 2016). A adogcao de
estratégias de tratamento, além de reduzir os gastos com hospitalizagbes, pode
desacelerar e/ou mitigar os efeitos negativos do declinio, gerando uma reserva
funcional que poderia ser perdida sem gerar prejuizos significativos a independéncia
do individuo (CRUZ-JENTOFT et al., 2019).
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2 INTRODUGAO

2.1 MUSCULO ESQUELETICO

A origem embrionaria do tecido muscular esquelético se da na mesoderme,
através de células mononucleadas especializadas denominadas mioblastos, que se
fundem para formar a fibra muscular multinucleada imatura, chamada de miotubo
(BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012). A continuidade deste processo, assim
como o acumulo de proteina contrateis formam as fibras musculares maduras
(ABOFILA et al., 2021). Estas fibras s&o agrupadas nos chamados fasciculos, os

quais, também agrupados, formam o musculo esquelético (TRIPLETT, 2016).

Cada um destes compartimentos se encontra envolvido por uma camada de
tecido conjuntivo: o musculo € envolvido pelo epimisio; semelhantemente, os
fasciculos sdo envoltos pelo perimisio e as fibras, pelo endomisio (GOLLAPUDI;
MICHAEL; CHANDRA, 2014). Estes envoltorios ultrapassam a extensdo das fibras
musculares, e encontram-se formando, juntos, o tenddo — estrutura através da qual
a forga produzida pela contracdo muscular € transmitida aos ossos, gerando
movimento (PATTON; THIBODEAU, 2013a).

As fibras musculares possuem as chamadas miofibrilas, proteinas contrateis
responsaveis pela producdo de forga por parte do musculo, constituindo
aproximadamente 80% do volume das fibras musculares (Figura 1) (HOPPELER et
al., 1973). As principais proteinas contrateis sdo actina e miosina, que interagem
diretamente para produzir forga, enquanto as troponinas e a tropomiosina regulam
esta interagcdo (MUKUND; SUBRAMANIAM, 2020).

Para além das proteinas contrateis, proteinas estruturais fornecem a base de
sustentagcdo para o movimento dos miofilamentos contrateis. Os filamentos de
miosina se originam na linha M, formada por diferentes isoformas da proteina
miomesina (LANGE et al., 2020), e ancoram-se nos discos Z pela titina, que se
estende da linha M ao disco Z (FEHER, 2017). Os discos Z sao formados pelos
filamentos finos, juntamente a uma proteina denominada actinina (DEL COSO et al.,
2019).
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Em se tratando do processo de contragdo muscular, este ocorre com a chegada
do potencial de agao transmitido aos musculos pelos motoneurdnios, apds estes
liberarem o neurotransmissor acetilcolina (DESCHENES, 2019). O musculo possui
receptores de acetilcolina que funcionam como canais iGnicos controlados por
ligante, os quais se abrem apds ligagao da acetilcolina, induzindo ambos o influxo de
Na* no sarcoplasma e o efluxo de K* a matriz extracelular (BERG et al., 2019). Com
isto, altera-se o potencial elétrico da membrana (despolarizagdo), que induz
mudangas conformacionais nos receptores DHPR encontrados nos tubulos
transversos, causando a liberagdo de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico no
sarcoplasma (PROENZA et al., 2002).

Figura 1 — Morfologia e ultraestrutura do musculo esquelético.

Tendao
Osso
b
—— Fascia
Filamento grosso  Filamento fino
R
el N — 3 3 8 Wt
.“‘_(._,.'I-, ok Y, -
"kMUSCUIo N —t g T
. AL i
> 2 _————Epimisio (D)
S g e Perimisio
\;sF—Endomisio

Fasciculo

._sa‘*

# Tubulo =:j

~'». Transverso Miofibrila
ALY el (C) Disco Z

Reticulo (B)

(A) Fibra muscular i
sarcoplasmatico

(Célula muscular)

Legenda: (A) Musculo esquelético, envolto por uma camada de tecido conjuntivo chamada fascia e
também pelo epimisio, formado por conjuntos de fibras musculares agrupadas nos fasciculos; (B)
fibra (célula) muscular com reticulo sarcoplasmatico e tubulo transverso, ambos essenciais na
inducdo dos eventos que culminam na contragdo muscular pelas proteinas contrateis (miofibrilas); (C)
Ampliagao das miofibrilas e da unidade contratil do masculo esquelético, os sarcOmeros, presentes

entre discos Z sucessivos; (D) Estrutura molecular das miofibrilas.

Fonte: Adaptado de Patton e Thibodeau (2013b).
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O Ca?* liberado pelo reticulo sarcoplasmatico se liga a troponina C, que
interage com as troponinas I, T e com a tropomiosina, alterando a conformagao
deste complexo, e liberando os sitios de ligagdo da miosina no filamento de actina
(GOLLAPUDI; MICHAEL; CHANDRA, 2014). Subsequentemente, com a ligagéo e
hidrolise do ATP pela atividade ATPase da cabega da molécula de miosina, e apods a
liberagao do resultante ADP e Pi deste sitio, ocorre a conversao de energia quimica
em energia mecanica, concretizando o ciclo das pontes cruzadas e, portanto, a
contragdo muscular (Figura 2) (SUNDBERG; FITTS, 2019).

Figura 2 — Mecanismo molecular da contragdo do musculo esquelético.
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Legenda: O potencial de agdo conduzido pelo motoneurdnios chega ao terminal do axénio da célula
pré-sinaptica, que transmite o estimulo a célula pds-sinaptica (musculo) através da liberagdo de
acetilcolina (ACh) na fenda sinaptica (A). A despolarizagéo induzida pela ligagdo da ACh ao receptor
na membrana da célula muscular (sarcolema) induz a liberagdo de Ca?2* pelo reticulo
sarcoplasmatico, que induz a contracdo muscular. Representagdo esquematica em 2D da interagao
entre proteinas miofibrilares nos sarcémeros durante a contragdo muscular (B). O Ca?* se liga a
troponina C, alterando a conformagao da tropomiosina, e liberando o sitio de ligagao da miosina no
filamento de actina. A cabega da miosina possui atividade ATPase, e através da clivagem do ATP em
ADP e Pi, muda sua conformacao, alcangando e interagindo com o filamento de actina; apds
liberados ADP e Pi, a cabega da miosina muda novamente sua conformacao, tracionando o filamento
de actina, e fazendo o musculo contrair. A ligagdo de uma nova molécula de ATP a cabecga da

miosina desfaz a interagdo entre miosina e actina, permitindo o inicio de um novo ciclo (C).

Fonte: O autor (2022).

Para além de gerar movimento, o musculo também atua como reserva
metabdlica, tendo em vista que este tecido constitui uma das maiores reservas de
glicogénio (polimero de glicoses) do corpo humano, juntamente ao figado
(GRTENBLAD; NIELSEN, 2015). Ademais, apesar do mecanismo de contragao ser
constante, os musculos variam de acordo com o arranjo de suas fibras, morfologia
através da qual estes podem ser classificados (Figura 3) (PATTON; THIBODEAU,
2013a).

Figura 3 — Classificagdo dos musculos esqueléticos de acordo com a sua morfologia

Convergente Unipenado
(Triangular) Bipenado
Convergente Paralelo R— Multipenado
{Fusiforme)
\—Tendéo
Circular
Ventre
- Musculo peitoral Musculo palmar
Tenddo ; : 5 i
\ maior nterdsseo Musculo reto &
1 Musculo reto ! femoral Musculo ] ’
abdominal deltdide Musculo orbicular

do olho

Musculo biceps
braquial

Legenda: A distribuicao e a orientagéo das fibras musculares sdo responsaveis pela variagdo na
morfologia do musculo esquelético. A classificagdo de cada musculo se encontra na parte superior, e

na parte inferior, encontram-se exemplos de musculos contidos nas classificagdes respectivas.

Fonte: Adaptado de Saladin, Gan e Cushman (2021).
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2.2 FUNDAMENTOS DO TREINAMENTO RESISTIDO E EFEITOS SOBRE O
MUSCULO ESQUELETICO.

A atividade fisica é frequentemente definida como qualquer movimento corporal
que induza gasto energético acima do nivel de repouso, podendo ocorrer durante o
lazer, como meio de locomocédo, e também como parte da atividade laboral do
individuo (BULL et al., 2020). Desta forma, as atividades fisicas ndo variam apenas
quanto ao dominio em que sao executadas, mas também quanto a frequéncia com
que € realizada, quanto a magnitude das demandas impostas pela atividade
(intensidade) e também quanto ao tipo — e.g. caminhada, corrida, ciclismo, esportes
(RHODES et al., 2017).

Tanto atividades de alta intensidade, quanto as de baixa intensidade sao
capazes de promover beneficios a saude de individuos em diferentes faixas etarias
(FUZEKI; ENGEROFF; BANZER, 2017). Dentre estes beneficios figuram-se a
melhora no perfil lipidico (VOGEL et al., 2009), reducédo do risco cardiovascular
(NYSTORIAK; BHATNAGAR, 2018), e reducdo da mortalidade (RHODES et al.,
2017). Considerando o acima exposto, a atividade fisica € uma estratégia de baixo

custo e alta eficacia na promoc¢ao da saude de populagdes diversas.

Um outro tipo de atividade fisica denominado treinamento resistido (TR) é
caracterizado por atividades que exijam agdes musculares executadas contra uma
forca resistente — produzida por uma resisténcia elastica, halteres, barras, anilhas —
que se oponha ao movimento produzido, ou nao, por estas agdes (DANKEL;
LOENNEKE; LOPRINZI, 2015). As agdes musculares podem ser de trés tipos:
concéntricas, quando o musculo se encurta, na direcdo contraria a da forga
resistente; excéntricas, quando o musculo é alongado, na mesma dire¢cdo da forga
resistente; e isométricas, quando o musculo produz forca, mas ndo gera movimento
na articulagao (Figura 4) (JEFFREY M. MCBRIDE, 2016).
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Figura 4 — Tipos de contragao muscular.
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Legenda: Em contragdes musculares isotdnicas, o musculo sofre alteragdo do seu comprimento e
produz movimento. Quando o movimento ocorre no sentido contrario ao da forga resistente, a
contragdo é concéntrica (A); quando o movimento ocorre no mesmo sentido da forga resistente, a
contragao é excéntrica (B); caso o musculo produza forga, mas n&o altere seu comprimento,
consequentemente ndo gerando movimento, a contragéo € chamada isométrica (C).
Fonte: Adaptado de Fleck e Kraemer (2014)

Ademais, exemplificando suas varidveis componentes, 0s exercicios que
compdem uma sessao de TR s&o executados contra uma resisténcia de intensidade
variavel através de repeticdes, definidas como um movimento completo de um
exercicio, geralmente composto por uma agado concéntrica seguida de uma agao
excéntrica, ou vice-versa (RATAMESS, 2012). Tradicionalmente, as repeticoes sao
executadas em sequéncia, com numero fixo pré-determinado ou margem especifica;
agrupadas nas chamadas séries, que sao separadas por periodos de recuperagao
de duracao fixa ou variavel, chamados de intervalos (FLECK; KRAEMER, 2014).

Quantos aos seus efeitos fisioldgicos, o TR aumenta a forga muscular, além de
gerar hipertrofia neste tecido (SCHOENFELD et al., 2014). Os aumentos na forca
podem ser explicados por intermédio de mecanismos de adaptacdo neural que
potencializam o input sinaptico excitatorio, como a maior distribuicado de receptores
de acetilcolina na placa motora (DESCHENES et al., 2000), incremento da area de
superficie da placa motora pds-sinaptica (DESCHENES et al., 2015), aumento da
velocidade de condugédo do potencial de agdo no musculo (DEL VECCHIO et al.,
2018), que podem contribuir para a redugao do limiar de ativagdo dos musculos,
aumentando o numero de unidades motoras recrutadas e, consequentemente, a
producao de forga (Figura 5) (DEL VECCHIO et al., 2019).
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Figura 5 — Mecanismo de adaptacéo neural responsavel por aumentar a forga

muscular.
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Legenda: O aumento no numero de receptores de acetilcolina (ACh) na jungdo neuromuscular pode
reduzir o limiar de recrutamento das fibras musculares, ja que estes receptores sdo canais de sédio
(Na*) controlados por ligante, diretamente responsaveis pela despolarizagao da célula. Com a
otimizacdo da transmissao sinaptica, mais fibras musculares podem ser recrutadas
concomitantemente, o que resulta no aumento da produgéo de forga.

Fonte: O autor (2022).

A aplicagédo de sobrecarga durante o TR também pode causar microtraumas ao
tecido muscular (LAURITZEN et al., 2009). O dano tecidual induz a infiltracdo de
células do sistema imune, que, juntamente ao musculo, produzem e liberam
citocinas que recrutam células satélite miogénicas ao local lesionado (HAWKE;
GARRY, 2001; LAURITZEN et al.,, 2009; SERRANO et al., 2008). As citocinas
promovem a ativagédo e a proliferacédo das células satélite (FU; WANG; HU, 2015),
que, uma vez saindo de seu estado quiescente, migram ao local lesionado, se
diferenciam e se fundem aquela regido para reparar o tecido; enquanto aquelas que,
apesar de ativadas, ndo chegam a sofrer diferenciagao, voltam ao estado quiescente
(DHAWAN; RANDO, 2005).

Ademais, tendo em vista que as células satélites sdo mononucleares, cada
célula que se funde a célula muscular doa a esta o seu nucleo (PETRELLA et al.,
2008). Isto aumenta a capacidade transcricional da célula muscular, ja que esta

pode fornecer um maior conteudo de mRNA para ser traduzido em proteinas (Figura
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6), o que contribui com a hipertrofia muscular pelo acréscimo de proteinas contrateis
(GOH et al., 2019; WANG; RUDNICKI, 2012).

Dentre os fatores que influenciam estre processo de reparagao tecidual induzido
por células satélite figura-se o 6xido nitrico (NO) (DE PALMA; CLEMENTI, 2012).
Em resposta ao dano muscular, a enzima éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) —
isoforma presente em macréfagos recrutados ao local da lesdao — produz NO a partir
do aminoacido L-arginina (EPSTEIN; MONCADA; HIGGS, 1993), o que parece
mediar a ativagdo das células satélite (RIGAMONTI et al., 2013). Ademais, o NO
também auxilia o processo de reparo do tecido muscular ao participar da

diferenciagao de células precursoras miogénicas (DE PALMA et al., 2010).

Figura 6 — Contribuicdo das células satélite na reparagéo do tecido muscular e

na transcrigao.
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Legenda: Mediante estimulo por parte das células do sistema imune, as células satélites sdo
ativadas, se proliferam e migram ao local do dano tecidual induzido pelo treinamento, para reparar o
tecido. A reparagéo ocorre conforme a célula satélite se diferencia e se funde com a célula muscular

danificada, doando seu nucleo a esta ultima, o que aumenta a capacidade de transcrigao da célula
muscular. Células satélite nao diferenciadas voltam ao estado quiescente.
Fonte: O autor (2022).

Para além do recrutamento de células satélite, a sinalizagao de citocinas, como
a interleucina 6 (IL-6) — que é produzida e liberada nao apenas por células do
sistema imune, mas também pelo musculo esquelético em contragdo — também
pode influenciar diretamente a sintese proteica muscular e contribuir com o processo
de hipertrofia (HOJMAN et al., 2019; PEDERSEN; FEBBRAIO, 2012). A ligacédo da
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IL-6 ao seu receptor ativa a glicoproteina 130 (gp130), e subsequentemente, uma
via central no aumento da sintese proteica e da hipertrofia, o eixo PI3K-Akt-
MTORC1 (GAO et al., 2017; NAKAOKA et al., 2003). Como discutido na seg¢ao 1.4,
este eixo é responsavel pelo aumento da eficiéncia e da capacidade de traducao de
MRNA em proteinas, um outro passo da sintese proteica influenciado pelo TR que

resulta em hipertrofia muscular.

2.3 MECANISMOS MOLECULARES DA HIPERTROFIA MUSCULAR

O TR induz hipertrofia muscular através da ativagao do eixo PI3K-Akt, que ativa
o complexo 1 do alvo mecanistico de rapamicina (mMTORC1), evento central na
regulacdo da hipertrofia muscular (SCHIAFFINO et al., 2021). A ativacdo da
mTORC1 ocorre em fungdo da transmissdo de forca gerada pelas proteinas
contrateis para os costameros, regides compostas, principalmente, pelos complexos
distrofina-glicoproteina (DGC) e integrina-talina-vinculina, responsaveis pela ligacao
de componentes do citoesqueleto a matriz extracelular (BOPPART; MAHMASSANI,
2019; JAKA et al., 2015; MUTLAK et al., 2020).

O mTORC1 é determinante durante o processo de hipertrofia muscular, visto que
este complexo regula a tradugdo de proteinas em resposta ao treinamento
(GOODMAN, 2019). O mTORC1 é composto pelas subunidades Raptor, PRAS40,
mLST8, DEPTOR e mTOR quinase (MARCOTTE; WEST; BAAR, 2015). A estrutura
do mTORC1 e o sitio ativo da mTOR quinase séo estabilizados pela subunidade
mLST8, que pode influenciar a afinidade da mTOR aos seus substratos
(KAKUMOTO et al., 2015; YANG et al., 2013).

A via PI3K-Akt é ativada pelo receptor de insulina, que interage com o DGC e a
desmina, ambos os quais ligam o aparelho contratii ao sarcolema, podendo
representar o elo entre a atividade contratil e a atividade do receptor de insulina,
ativacao da via PI3K-Akt, e hipertrofia muscular esquelética (MUTLAK et al., 2020).
Boppart e Mahmassani (2019) propéem um mecanismo em que a integrina a781, a
mais abundante do musculo esquelético, se liga a quinase ligada a integrina (ILK),
que posteriormente ativa o mTORC2. O mTORC2, diferente do mTORC1, nao é
sensivel a rapamicina, e fosforila a proteina Akt no residuo Ser*0, facilitando a

fosforilagdo de residuos determinantes para a sua ativagéo (BAFFI et al., 2021).
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A PI3K é ativada pelo substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), e como
consequéncia de sua ativacao, sintetiza o fosfolipidio PIP3 na face citoplasmatica do
sarcolema, recrutando PDK1 e Akt a este sitio (ALESSI et al., 1997; HEMMINGS,;
RESTUCCIA, 2012). Ali, a Akt sofre autofosforilagdo no residuo Ser4’3, onde a PDK1
se associa e fosforila o residuo Thr3%® da Akt, induzindo sua ativagdo completa
(HEMMINGS; RESTUCCIA, 2012; SCHEID; WOODGETT, 2003). Apos ativada, a
Akt fosforila a subunidade PRAS40 - inibidora do mTORC1 - no residuo Thr?46,
enquanto a subunidade mTOR quinase fosforila o residuo Ser'® da PRAS40,
causando sua dissociagcdo do dominio FRB do mTORC1, e o recrutamento e
fosforilagao de substratos como a 4E-BP1 e S6K1 neste sitio (NASCIMENTO et al.,
2010; WIZA; NASCIMENTO; OUWENS, 2012; YANG et al., 2017).

Assim como a PRAS40, a subunidade DEPTOR também inibe a atividade da
mTOR quinase, a subunidade DEPTOR ¢ fosforilada pela mTOR quinase nos
residuos Ser?® e Ser?® em estado de alta energia (GAO et al., 2011), promovendo a
fosforilagéo dos residuos Ser?®, Ser?8” e Ser?®! pela proteina S6K1, um substrato do
mTORC1 (ZHAO; XIONG; SUN, 2011). A fosforilagdo dos residuos Ser?8, Ser?% e
Ser?®! permite o reconhecimento da DEPTOR pela subunidade RTrCP do complexo
ubiquitina E3 ligase SCF, evento que induz a degradagcdo da DEPTOR pelo
proteassoma (CATENA; FANCIULLI, 2017; DUAN et al., 2011).

A Akt fosforila multiplos residuos da TSC2, que desempenha atividade GAP
sobre a proteina Rheb, uma ativadora direta da mTORC1 (DIBBLE; MANNING,
2013). A fosforilagado multipla da TSC2 pela Akt causa a dissociagdo do complexo
TSC - formado pelas subunidades TSC1, TSC2 e TBC1D7 (DIBBLE et al., 2012) -
da membrana lisossomal, afastando-o da Rheb, e impedindo que este complexo o
iniba, mas sem influenciar a sua estrutura e sua atividade GAP (MENON et al.,
2014). Apos a fosforilacédo e dissociacdo do complexo TSC, a Rheb se liga a GTP, e
ao mTORCH1, alterando a conformacédo deste complexo de maneira a favorecer o
recrutamento de substratos ao sitio catalitico do mTORC1 (YANG et al., 2017).

A mTORCH1 interage com a Rheb apds a ligagao da subunidade Raptor com o
heterodimero formado pelas GTPases RagA/B e RagC/D
(ANANDAPADAMANABAN et al., 2019). O complexo de RagGTPases é ancorado
na membrana lisossomal pelo pentdmero Ragulator, o qual sofre lipidagdo na
subunidade p18 (BAR-PELED et al., 2012; NADA et al., 2009; SANCAK et al., 2010),
além de se ligar a uma H*-ATPase vacuolar (v-ATPase) (ZONCU et al., 2011). A
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ligacdo da v-ATPase com a Ragulator é enfraquecida pelo acumulo de aminoacidos
no lumen lisossomal, evento que induz alteragdes conformacionais que podem ativar
a atividade GEF da Ragulator sobre o complexo de RagGTPases, gerando a
conformacao que recruta o mMTORC1 a este sitio (BAR-PELED et al., 2012; ZONCU
et al., 2011).

Apods ativagao, a mTOR quinase fosforila a 4E-BP1 e dissocia esta proteina do
fator eucariotico de iniciagado 4E (elF4E) (HOLZ et al., 2005). O elF4E se encontra
no quepe 7-metilGTP do terminal 5° do mRNA, e juntamente ao elF4A e ao elF4G,
forma o elF4F (RICHTER; SONENBERG, 2005). O elF4G se liga ao elF4E apods a
dissociagao da 4E-BP1 (HOLZ et al., 2005), e ancora o elF4A, que tem atividade
RNA helicase estimulada pelo elF4B (HARMS et al., 2014); e a PABP, que
circulariza e liga a cauda de poliadenilato ao terminal 3° do mRNA (WANG; PROUD,
2006). O elF4G também se liga ao elF3, que juntamente ao elF1, elF1A, ao
complexo ternario elF2-GTP-tRNAMet e a subunidade ribossomal 40S, forma o
complexo 43S (JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010).

Ademais, o elF3 tabém se liga ao elF4G, ligando, portanto, a subunidade 43S ao
mRNA (VILLA et al., 2013), e permitindo a varredura e a busca pelo codon de
iniciacao AUG por este complexo (HINNEBUSCH, 2011), sob controle do elF4B, na
direcao 5’-3’ (SPIRIN, 2009). O elF3 também se liga diretamente ao mTORC1, apds
a qual a mTOR quinase fosforila a proteina S6K1 no residuo Thr3°, evento que
dissocia esta proteina do elF3, e possibilita a sua interacdo com a PDK1, com
subsequente fosforilagdo do residuo Thr??° pela PDK1, e ativagdo da S6K1 (HOLZ et
al., 2005). Assim como a Akt, a S6K1 fosforila o residuo Ser*?? do elF4B, ativando
este fator, que estimula a atividade helicase do elF4A e controla a varredura
unidirecional do mRNA (HARMS et al., 2014; RAUGHT et al., 2004; VAN GORP et
al., 2009).

Adicionalmente, a S6K1 fosforila a proteina ribossomal S6, presente na
subunidade ribossomal 40S, o que pode recrutar esta subunidade ao mRNA (HOLZ
et al., 2005). Portanto, através dos mecanismos ja descritos, a mTOR influencia a
eficiéncia de traducdo, mas parece influenciar, também, a capacidade de traducao,
através da biogénese ribossomal (FIGUEIREDO; MCCARTHY, 2019). A mTOR se
liga a regido promotora do rDNA (VON WALDEN et al., 2016a), fosforila o residuo
Ser** do TIF-IA, o qual ancora a Pol | ao fator de seletividade 1 (SL-1) diretamente
ligado a regido promotora do rDNA (MAYER et al., 2004). Outro fator, o UBF é
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fosforilado na regido C-terminal pela S6K1 - ativada pela mTOR -, e interage com o
SL-1 na regido promotora (HANNAN et al., 2003).

Juntos, o TIF-IA, o UBF e o SL-1 formam o complexo de pré-iniciagao, recrutam
a Polimerase | (Pol |) a regido promotora, e por fim, ocorre a transcricdo do pré-RNA
47S (GOODFELLOW; ZOMERDIJK, 2013), o qual é processado nas subunidades
rRNA 5.8S, 18S e 28S, reguladoras da estrutura e da funcdo ribossomal
(TSCHOCHNER; HURT, 2003). Ainda, a mTOR ativa fatores como Spf1, Fhl1 e Ifh1,
que se ligam aos promotores e regulam a transcricdo de proteinas ribossomais ao
recrutarem a Pol Il (JORGENSEN, 2004; MARION et al.,, 2004; RUDRA; ZHAO;
WARNER, 2005). Por fim, a mTOR regula a Pol Il ao se ligar a regides transcritas
por esta polimerase — genes do rRNA 5S, e do RNA transportador —, a um fator de
transcricdo que também se liga a regides transcritas pela Pol lll, o TFIIC; além de
inibir o regulador negativo da Pol lll, o Maf1 (KANTIDAKIS et al., 2010).

Desta forma, a estimulagdo mecanica do mTORC1 pelo TR influencia ambas a
eficiéncia e a capacidade de tradugdo, otimiza e aumenta a sintese proteica,
culminando na adi¢cao de proteinas contrateis as fibras musculares (Figura 7). Com
um maior conteudo de proteinas contrateis, aumenta-se a capacidade de produgao
de forca, e também ocorre a hipertrofia do tecido muscular (FRONTERA; OCHALA,
2015; SCHIAFFINO et al., 2021).

24 VOLUME DE TREINAMENTO RESISTIDO

O volume de TR é uma estimativa do trabalho mecéanico, ou seja, da energia
transferida pela aplicagdo de uma forga sobre um objeto, calculado através do
produto da forga exercida (em Newtons) pela distancia de deslocamento do objeto
(em metros), caracterizando-o como a variavel quantitativa para o estimulo do
exercicio resistido (MCBRIDE et al., 2009). Do ponto de vista pratico, a mensuragao
do volume de TR proporciona um maior controle sobre as “doses de TR
administradas”, evitando ambos aumentos e redug¢des exagerados.

Ademais, quando o movimento € linear, mas a trajetoria € inclinada - como no
exercicio Leg Press - deve-se considerar o cosseno do angulo de inclinacdo desta
trajetdria, além da forca peso e da distancia de deslocamento. Caso 0 movimento

executado seja angular, a forga a ser considerada néo é a forga peso, mas o torque,
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tendo em vista que se trata de uma forgca que gera movimento numa trajetéria em
rotacao; e a distancia passa a ser medida em radianos (MARSTON et al., 2017).

A estimativa do trabalho mecénico € a alternativa mais precisa para a
quantificacdo do volume de TR, ainda que existam outros métodos mais simples
(GUY GREGORY HAFF, 2010; NUNES et al., 2021). Estes métodos mais simples
sdo facilmente aplicaveis em campo, além de quantificarem satisfatoriamente o
volume de TR em diversas situagbes. O volume de carga € um exemplo, sendo
calculado pelo produto da carga externa de treinamento pelo numero total de

repeticdes executadas em determinado exercicio (SCOTT et al., 2016).

Figura 7 — Via de sinalizagéo da hipertrofia muscular induzida pela sobrecarga
mecanica do treinamento resistido.
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Legenda: a-DG: alfa-distroglicana ; B-DG: beta-distroglicana; 40S: subunidade ribossomal eucariética
pequena; 60S: subunidade ribossomal eucariética grande; 4EBP-1: proteina de ligagdo 1 ao fator
eucariotico de iniciagdo da tradugéo 4E; AA: Aminoacidos; AKT: proteina quinase B; AUG: cédon de
iniciacao; DEPTOR: proteina de interagao com a mTOR contendo dominio DEP; elF2, elF3, elF4A,
elF4B, elF4E, elF4G: fatores eucaridticos de iniciagao da traducao; H* v-ATPase: H*-ATPase
vacuolar; IRS-1: substrato 1 do receptor de insulina; m?GTP: 7-metil guanosina trifosfato do terminal
5’ do mRNA; Met: metionina; mLST8: subunidade LST8 do complexo de rapamicina; PABP1: proteina
ligadora 1 da cauda de poliadenilato; PDK1: quinase 1 dependente de fosfoinositideo; PI3K:
fosfoinositideo 3-quinase; PIC: complexo de pré-iniciagdo da traducgao; PIP3: trifosfato de
fosfatidilinositol; PRAS40: Substrato da Akt de 40 kDa rico em prolina; RagA/B, RagC/D:
heterodimeros Rag GTPase; Raptor: proteina associada a regulagcdo da mTOR; Rheb: homélogo da
Ras enriquecido no cérebro; S6K1: Proteina ribossomal S6 quinase beta-1; SCF*TCP: Subunidade
RTrCP do complexo SCF ubiquitina E3 ligase; STOP: cédon de parada; TSC2: complexo da
esclerose tuberosa 2; Ub: ubiquitina.

Fonte: O autor (2022).

O volume de carga considera variaveis como a carga, que estima a magnitude
da forca resistente, apesar de nao a fazer diretamente por nao considerar a
aceleragédo da gravidade; e o numero total de repeti¢gdes, que afeta diretamente a
distancia de deslocamento deste objeto. Sendo assim, este método se aproxima da
mensuragao direta do trabalho mecanico realizado durante uma série, um exercicio,
uma sessdao ou um periodo especifico, sendo uma medida adequada de
mensuragao do volume quando utilizados aparatos de carga externa (MCBRIDE et
al., 2009).

Ademais, o volume de carga pode nado representar uma medida comparativa
adequada quando comparados grupos com valores de forga inicial diferentes, tendo
em vista que aqueles com menores niveis de forga mobilizam menos carga,
resultando num volume de carga mais baixo. Uma alternativa para tal € substituir o
valor da carga por um percentual relativo a carga maxima mobilizada pelo individuo
(1RM), que representa o percentual de exigéncia da forga maxima (%1RM) (GUY
GREGORY HAFF, 2010).

Apesar das limitagdes metodoldgicas, outros métodos também podem mensurar
satisfatoriamente o volume de TR em cenarios especificos (NUNES et al., 2021).
Quando comparadas diferentes frequéncias de treinamento (nUmero de sessdes por
semana), ou quando se monitora um programa de TR em que a carga se mantém

constante, poderiam variar o numero de séries e/ou o numero de repeticoes
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executadas, ambos podendo ser utilizados para mensurar o volume de TR neste
cenario (BAZ-VALLE; FONTES-VILLALBA; SANTOS-CONCEJERO, 2018; NUNES
et al., 2021). A Tabela 1 sumariza os diferentes métodos de mensuragdo do volume

de TR, e destaca aspectos técnicos relevantes a sua aplicagao.

Tabela 1 — Métodos de estimativa e mensuracao do volume de treinamento resistido.

Método Calculo Aspectos técnicos

Volume de séries VS =81+ S2... + Sp Baixa precisdo em estimar o
volume, mas conveniente para

comparar e monitorar programas
de TR com frequéncias distintas, e
intensidade e margem de

repeticdes constantes.

Volume de repeticgbes VR = R1 + Ra...+ Rn(quando Baixa precisdo em estimar o

o0 numero de repeticdes for volume, porém, relativamente
variavel entre as séries); apropriado  para  comparar e
VR = Sh . Rn (quando o monitorar programas de TR com

frequéncias significativamente

numero de repetigbes for

L. diferentes, e intensidade constante.
constante entre as séries)

Volume de carga VC =m . Sn. Rn(paracada Maior precisdo na estimativa do

exercicio, com ndmero de volume, por considerar fatores que
repeticdes constante): afetam diretamente o trabalho
VC=m.R:, (para cada série) mecanico resultante do movimento,
como a carga € O numero de

repeticoes.

Trabalho mecéanico T =f. d (movimentos Mensuragdo direta, com aplicagcao

lineares): pratica em campo limitada, pois

exige a utilizacdo de aparelhos de
T=f.cos0.d (movimentos x1ge a utiizac P

) o mensuragéo das variaveis incluidas
lineares inclinados, e.g. leg ]
no célculo.

press);
T =t.0 (movimentos

angulares)

B = angulo beta em graus; d = distdncia em metros; f = forca resistente em newtons; m = massa; R =
numero de repeticdes executadas em cada série; S = numero de séries executadas para cada
exercicio; 8 = angulo teta em radianos; t = torque; VC = volume de carga; VR = volume de repeti¢cdes;

VS = volume de séries; T = trabalho mecéanico.
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2.5 BENEFICIOS DO VOLUME DE TREINAMENTO RESISTIDO

O volume de TR parece estar relacionado a uma série de adaptacdes positivas,
como o ganho de forga muscular (HEASELGRAVE et al., 2019) e de massa
muscular (SCHOENFELD; OGBORN; KRIEGER, 2017). Desta forma, a manipulagao
do volume TR poderia beneficiar ndo apenas individuos jovens saudaveis
(COLQUHOUN et al., 2018), mas também populacées de idade mais avangada
(NUNES et al.,, 2017). A relacdo dose-resposta entre o volume de treino e as
adaptagdes neuromusculares foi observada com manipulagao do volume através do
numero de séries, com um maior numero se séries gerando ganhos de forgca mais
significativos (ROBBINS; MARSHALL; MCEWEN, 2012), e também maiores ganhos
em hipertrofia muscular em individuos jovens saudaveis (SCHOENFELD et al.,
2019).

Em revisdo sistematica com meta-analise, esta relagdo foi confirmada,
estabelecendo que pelo menos 10 séries semanais por grupamento muscular seriam
necessarias para maximizar os ganhos em hipertrofia muscular (SCHOENFELD;
OGBORN; KRIEGER, 2017). No entanto, se o individuo tiver experiéncia prévia com
programas de TR, sera necessario submeté-lo a volumes de TR ainda mais altos,
aléem de realizar aumentos progressivos no volume de TR, para garantir que as
demandas do programa de TR continuem estimulando o musculo a continuar se
adaptando (SCARPELLI et al., 2020).

Adicionalmente, neste mesmo sentido, estudos com equalizagdo do volume de
TR, ou seja, em que 0s grupos acumularam o mesmo volume de TR — porém, com
diferentes intensidades — observaram ganhos similares em hipertrofia (ANGLERI;
UGRINOWITSCH; LIBARDI, 2017; KLEMP et al., 2016; LASEVICIUS et al., 2018;
SCHOENFELD et al., 2014). O estudo de Lasevicius et al. (2018) observou niveis
similares de hipertrofia muscular promovidos por programas de TR com diferentes
intensidades — equivalentes a 80%, 60% e 40% de 1RM —, e com volumes similares.

O mesmo foi observado por Schoenfeld et al. (2014), e por Klemp et al. (2016)
que também compararam diferentes intensidades de TR com volume equalizado; e
por Angleri, Ugrinowitsch e Libardi (2017), que compararam diferentes métodos de
TR (resultantes da manipulagdo da intensidade e da distribuicdo de intervalos de
recuperacao ao longo das séries) com volume equalizado. Estudos que compararam

diferentes frequéncias de TR (e.g. 4 séries/exercicio/sessao 1x por semana vs. 1
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série/exercicio/sessao 4x por semana) numero de sessdes de treino por semana)
também observaram ganhos similares entre diferentes frequéncias quando o volume
de TR esta equalizado (GRGIC; SCHOENFELD; LATELLA, 2019).

Além disso, o volume de TR também parece ter relevancia clinica para
individuos idosos, haja vista que volumes mais altos produziram maiores ganhos de
forca e de massa muscular nesta populacdo (CUNHA et al.,, 2018). Um maior
numero de séries, e consequentemente, um volume de TR mais alto também foi
associado a melhora de parametros de capacidade funcional em mulheres na
menopausa (NUNES et al., 2017). Por fim, programas de TR com volumes
equalizados, mas com diferentes frequéncias (2 séries/exercicio/sessdo 3x por
semana vs. 3 séries/exercicio/sessdo 2x por semana) melhoram similarmente a
capacidade funcional de idosos (RAMIREZ-CAMPILLO et al., 2016).

Os eventos moleculares que medeiam estas respostas podem estar diretamente
relacionados a hipertrofia muscular, tendo em vista que o grau de fosforilacdo e
ativacdo da S6K1 e do seu alvo — a proteina ribossomal S6 — é dependente do
volume de TR (TERZIS et al., 2010), assim como a atividade do elF2B, um regulador
do complexo ternario elF2-GTP-tRNAMet responsavel pela iniciagdo da tradugéo
(BURD et al., 2010; PROUD, 2005). Tendo em vista que a cascata ativada pelo
receptor de insulina culmina nestes efeitos, € possivel que estes tenham sido
observados em fungcdo da transmissao de forca mecanica das proteinas contrateis
ao receptor de insulina (MUTLAK et al., 2020).

Um outro fator que pode influenciar a atividade do receptor de insulina é a
viscosidade a membrana que o circunda — no caso do musculo esquelético, do
sarcolema —, diretamente afetada pela composicao de fosfolipidios desta membrana
(NADIV et al., 1994; PILON, 2016). O aumento do conteudo de fosfatidiletanolamina
(PE) em relagdo ao conteudo de fosfatidilcolina (PC), que ocorre em resposta ao
exercicio agudo e crbnico, esta associado a uma maior fluidez da membrana
plasmatica, bem como a uma maior sensibilidade a insulina (LEE et al., 2018;
NEWSOM et al., 2016). Além da fluidez, a estrutura quimica dos fosfolipidios
também pode influenciar a atividade do receptor de insulina através de interacoes
fosfolipidio-proteina (SEU et al., 2006).

Por conseguinte, uma maior fluidez da membrana proporcionada pelo exercicio,

resultante da alteracdo da composicdo de fosfolipidios de membrana, poderia
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facilitar a ativagao do receptor de insulina frente ao estimulo mecanico das proteinas
contrateis transmitido a este receptor pela desmina (LEE et al., 2018; MUTLAK et al.,
2020; NADIV et al., 1994).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos do treinamento resistido progressivo com manipulagdo do
volume de treinamento sobre as adaptagdes musculares de camundongos machos

adultos saudaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Investigar os efeitos da manipulagdo do volume de treinamento resistido sobre a
forgca maxima de camundongos machos adultos saudaveis;

b. Analisar a influéncia do volume de treinamento resistido sobre a concentragcao de
marcadores séricos de adaptagdo em camundongos machos adultos saudaveis;

c. Propor um modelo de predigdo do ganho de forga a partir das variaveis incluidas
para a modulagao do volume de treinamento resistido de camundongos saudaveis;
d. Confirmar o papel do volume de treino em grupos treinados com diferentes

intensidades, mas o mesmo volume de treino.
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RESUMO: O treinamento resistido (TR) é
realizado através de contragbes musculares
executadas contra uma forga oposta. Este tipo
de treinamento é composto por uma série de

variaveis, das quais o volume tem se mostrado
determinante para a hipertrofia muscular
esquelética. Diversos estudos compararam
diferentes volumes de TR, e observaram uma
relacdo dose-resposta entre este e a hipertrofia
muscular. Ou seja, quanto maior o volume, maior
€ a hipertrofia promovida pelo TR. Esta resposta
@ controlada por mecanismos moleculares de
regulacdo da sintese proteica. Assim como
a hipertrofia muscular, a sinalizacdo para a
hipertrofia também apresenta uma relacdo
dose-resposta para com o volume de TR. No
entanto, n&o apenas a hipertrofia e a sinalizag&o
apresentam esta caracteristica. Alteractes
metabdlicas, como a sensibilidade a insulina
e o perfil lipidico também apresentam relac&o
semelhante com o volume de TR. Por fim, o
volume de TR se mostra eficaz na promogéao de
melhorias & capacidade funcional e qualidade
de vida, atestando a ampla gama de fatores
alterados e importancia da manipulagao desta
variavel.
PALAVRAS-CHAVE:
Resistido; Hipertrofia;
Qualidade de Vida.

Volume; Treinamento

Sinalizacéo Celular;
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31



WITH MANIPULATION OF TRAINING VOLUME

ABSTRACT: Resistance training (RT) is performed through muscle contractions that
occur against an opposite force. This type of training consists of a series of variables,
of which volume has been shown to be determinant for skeletal muscle hypertrophy.
Several studies compared different volumes of RT, and observed a dose-response
relationship between the volume and muscle hypertrophy. That is, the larger the volume,
the greater the hypertrophy promoted by RT. This response is controlled by molecular
mechanisms of protein synthesis regulation. As with muscle hypertrophy, signaling for
hypertrophy also has a dose-response relationship to RT volume. However, hypertrophy
is not the only result. Metabolic changes, such as insulin sensitivity and lipid profile
also have a similar relationship with RT volume. Finally, the RT volume is effective in
promoting improvements in functional capacity and quality of life, at testing to the wide
range of altered factors and the importance of manipulating this variable.
KEYWORDS: Volume; Resistance training; Hypertrophy; Cellular signaling; Quality of
life.

INTRODUGCAO

Treinamento resistido (TR) é um tipo de exercicio em que o0s musculos se
movimentam contra uma carga, seja esta exercida pelo proprio peso corporal, por
elasticos ou por equipamentos. Este tipo de exercicio é executado com movimentos
consecutivos, chamados de repeticdes, que em conjunto dao origem as séries
(KRAEMER; RATAMESS, 2004). Para cada exercicio ha um numero ou uma margem
determinada de séries, e 0 mesmo é valido para as repeticdes que compdem cada
série (FLECK; KRAEMER, 2014). Estes valores podem ser utilizados para calcular
o volume do TR.

O volume de cada série pode ser calculado através do numero de repeticoes
executadas pela carga utilizada (RIBEIRO et al., 2016) ou através do numero de
repeticdes pela intensidade (a porcentagem da carga maxima para um determinado
exercicio, ex. % de uma repeticdo maxima) (CHESTNUT, DOCHERTY, 1999). A
soma dos volumes de cada série executada na sesséo representa o volume total
da sesséo, assim como a soma dos volumes de cada sesséo realizada ao longo da
semana representa o volume semanal, e sucessivamente (RIBEIRO et al., 20186).

Deste modo, o TR é composto por uma série de variaveis gque, quando
manipuladas corretamente, conferem especificidade ao estimulo aplicado e a
adaptacdo subsequente (AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2009).
Comparacdes realizadas anteriormente demonstraram que diferentes protocolos de
TR induzem o mesmo nivel de hipertrofia muscular, quando o volume acumulado
em ambos os protocolos é o mesmo (ANGLERI; UGRINOWITSCH; LIBARDI, 2017;
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RIBEIRO et al., 2016; SCHOENFELD et al., 2014).

Estes resultados demonstram que o volume do TR parece ser determinante na
inducdo da hipertrofia muscular, fator que atribui grande importancia a manipulacao
desta variavel e que traz grandes beneficios ao corpo (FIGUEIREDO; DE SALLES;
TRAJANO, 2018). No entanto, o TR induz respostas sistémicas que podem influenciar
diferentes fatores, além da hipertrofia muscular. Sendo assim, outras respostas que
o volume de TR pode promover também serdo discutidas ao longo deste capitulo.

1| ALTERAGOES MUSCULARES DECORRENTES DO TREINAMENTO

O volume de TR apresenta uma relacéo dose-resposta para com a hipertrofia,
ou seja, quanto maior o volume acumulado (dose), maior sera a hipertrofia (resposta)
induzida pelo programa de treinamento. Esta relacdo foi observada em recente
metanalise, na qual 15 estudos compararam diferentes volumes de TR, e mostraram
tendéncia a maior hipertrofia quanto maior foi 0 volume de TR acumulado. O estudo
recomenda a realizacao de, pelo menos, 10 séries por grupamento muscular a cada
semana para maximizacéo dos resultados (SCHOENFELD; OGBORN; KRIEGER,
2017). Além deste, o estudo de Schoenfeld et al. (2019) comparou os efeitos de 1
série, 3 séries e 5 séries por exercicio na espessura muscular de homens treinados
e, observou hipertrofia muscular esquelética mais significativa nos individuos que
executaram mais séries por exercicio.

Klemp et al. (2016) compararam dois programas de TR com intensidades
diferentes, mas com volumes equalizados - ou seja, apesar da carga ser diferente
entre os grupos, o volume acumulado foi o0 mesmo. Foi utilizado o modelo de
periodizacdo ondulatéria em ambos 0s grupos, no qual cada um treinou trés
vezes por semana com intensidade crescente a cada dia. Ndo foram identificadas
diferencas entre os grupos no que diz respeito a hipertrofia. Tendo em vista que a
intensidade era diferente entre 0os grupos, bem como a quantidade de repeticbes
executadas, é provavel que o responsavel pelas similaridades entre os grupos no
quesito hipertrofia se deva ao volume, que foi também similar.

Em outro estudo (LASEVICIUS et al., 2018), foram comparados programas de
TR com intensidades de 20%, 40%, 60% e 80% de uma repeticdo maxima (RM), com
volume equalizado. A hipertrofia muscular induzida foi similar entre os grupos que
treinaram com intensidades de 40% de RM ou maior, enquanto o TR executado com
20% de RM nao apresentou resultados da mesma magnitude, apesar da hipertrofia
ter ocorrido.

Angleri, Ugrinowitsch e Libardi (2017) compararam dois métodos de TR
diferenciados, com o TR tradicional. Os métodos utilizados no estudo foram o
drop-set e 0 método piramidal crescente. O drop-set consiste na realizacdo de
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uma série até a falha concéntrica momentanea, pausa curta, redugdo da carga
em 20%, repeticOes até a falha, pausa curta, reducdo de 20% da carga, e assim
sucessivamente. O método piramidal crescente consiste no aumento da carga, e
na concomitante diminuicdo da margem de repeticOes a cada série executada. Nao
foram observadas diferencas na hipertrofia induzida pelos diferentes protocolos.
Visto que a unica variavel constante entre os grupos foi o volume de TR, esta parece
ser determinante na inducdo da hipertrofia.

Por fim, foram comparados dois protocolos de TR com diferentes manipulagdes
de carga e volumes equalizados. Um grupo executou 7 séries de 3 RM, enquanto
0 outro executou 3 séries de 10 RM para 9 exercicios, durante 8 semanas. Nao
houveram diferencas entre a hipertrofia promovida pelos dois protocolos. Portanto,
0S autores concluiram que a manipulacdo da carga n&o interfere a hipertrofia
muscular, quando o volume acumulado € o mesmo entre protocolos (SCHOENFELD
et al.,, 2014).

2 | MECANISMOS MOLECULARES DE INDUGAO DA HIPERTROFIA

A estimulacdo das vias de sinalizacdo indutoras de hiperirofia muscular
pode se dar através de fatores de crescimento, ou da aplicacéo de sobrecarga
(MCGLORY; PHILLIPS, 2015). Uma molécula central nas alteracdes da sintese
proteica pos-exercicio & a proteina mTOR. Esta proteina é uma serina/treorina
quinase, mediador principal controlador da proteossintese, que interage com outras
proteinas formando o complexo proteico mTORC1. O mTORC1 é formado pelas
proteinas mTOR (subunidade catalitica), mLST8 (funcdo desconhecida), DEPTOR
(inibidor da mTOR), raptor (regula a conformacéo, localizacéo e ligacdo do substrato
a4 mTORC1), PRAS40 (inibidor da mTOR) e pelo complexo Tti1/Tel2 (estabiliza a
mTORC1) (LAPLANTE; SABATINI, 2012).

Um dos fatores de crescimento que estimula a suprarregulacédo da mTORC1
é o fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) (MIYAZAKI; MCCARTHY;
ESSER, 2010). O IGF-1 liga-se ao seu receptor tirosina quinase na membrana,
que sofre uma autofosforilagéo, criando um sitio de ancoragem para o substrato
do receptor de insulina 1/2 (IRS-1/2) (YONEYAMA et al., 2018). O IRS-1/2 recruta
o fostaditilinositol-3-quinase (PI3K), que sintetiza o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3) a partir da fosforilacdo do fosfolipidio de membrana fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (STEPHENS et al., 1993). O PIP3 na membrana plasmatica funciona
como um sitio de ancoragem para a proteina quinase B (Akt/PKB) (JAMES et al.,
1996). Neste sitio de ancoragem, a Akit/PKB é fosforilada pela proteina quinase
1 dependente de 3-fosfatidil inositol em um sitio (DANGELMAIER et al., 2014), e
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pela MTORC2 em outro (SARBASSQV, 2005). Esta dupla fosforilagdo resulta na
ativacdo completa da Akt/PKB, que fosforila a tuberina (TSC2), inativando-a.

No estado de repouso, aTSC2 encontra-se ligada a Rheb (Rashomologenriched
in brain) GTPase, mantendo-a inativa através da ligacdo de uma molécula de GDP
amesma (INOKI et al., 2003). Quando fosforilada, a TSC2 é inativada, e se dissocia
da Rheb, permitindo a sua ativagdo através da ligagdo desta ao GTP (TEE et al.,
2003). Tanto a sinalizagao induzida por fatores de crescimento, quanto aquela
induzida por sobrecarga possuem a caracteristica de induzir a fosforilacdo da TSC2,
e a dissociacdo entre esta e a Rheb (MARCOTTE; WEST, BAAR, 2015). Sendo
assim, a Rheb ligada ao GTP ativa a mTORCH1, estimulando a atividade quinase da
mTOR, e sua sinalizacdo ladeira abaixo (HUANG; MANNING, 2009).

Por sua vez, a mTORC1 controla a sintese proteica pela fosforilacédo da
proteina ribosomal de 70-kDa S6 quinase 1 (p70s6k1) (MARTIN et al., 2014). O
exercicio aumenta a atividade quinase da mTORC1, aumentando a sintese proteica.
No entanto, acredita-se que a ativacao da mTORC1 induzida pelo exercicio seja
independente da AKt/PKB (FIGUEIREDO; MARKWORTH, 2015) nao necessita
portanto do IGF-1 (SPANGENBURG et al. 2008; MIYAZAKI et al., 2011). A p70s6k1
é fosforilada pela mTORC1 no residuo de treorina 389 (p70s6k1™3%%) o que
suprarregula tanto a iniciac&o da traducédo pela proteina SKAR (RICHARDSON et
al., 2004), quanto o alongamento pela quinase do fator eucaridtico de elongacéao
2 (EEF2K) (WANG et al., 2014). Ja foi demonstrado que o grau de fosforilacédo da
p70s6k1™%® & dependente do volume de TR. No estudo de Terzis et al (2010), foi
feita uma comparac¢ao entre a execucdo de 1, 3 ou 5 séries, 0 que representa um
volume progressivamente maior e, quanto maior foi o volume acumulado, maior foi
o grau de fosforilacdo da p70s6k1™%_ Estes resultados corroboram os do estudo
de Kumar et al. (2012), onde foi observada maior fosforilacdo da p70s6k1™2% bem
como maior sintese proteica, quanto maior foi o volume acumulado em individuos
idosos.

A 4EBP1 inibe a fungao do fator eucariotico de iniciagéo 4E (EIF4E), e é inibida
quando fosforilada pela mTORC1 no residuo Thr37/46 (GINGRAS et al., 1999).
Burd et al. (2010) compararam trés programas de TR, onde um grupo executou
4 séries de extensédo de joelhos com 90% de 1RM até a falha; um segundo grupo
executou as 4 séries com 30% de 1RM, de maneira que o volume fosse 0 mesmo
do grupo anterior; e o terceiro grupo executou as 4 séries com 30% de 1RM até
falha. Este dltimo foi o grupo que acumulou o maior volume de TR entre os 3,
e também apresentou uma maior fosforilacdo de 4EBP1 em até 4 horas apos a
sesséo. A fosforilacéo e inativacdo da 4EBP1 permite a interacéo do EIF4E com
o fator eucariético de iniciacao 4G (EIF4G), suprarregulando, também, a sintese
proteica (GRUNER et al., 2016), sendo este mais um ponto no qual o volume de TR
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pode regular a sintese proteica.

Outros possiveis mecanismos de ativagcdo da mTORC1 pelo exercicio séo a
ligacdo direta do acido fosfatidico sintetizado a partir da membrana do musculo
esquelético &a mTOR (HORNBERGER et al., 2008). As quinases focais de adeséo
(FAK) apresentam sensibilidade & aplicacdo de sobrecarga, e também se figuram
entre os potenciais ativadores da mTORC1 (GORDON,; FLUCK; BOOTH, 2001). A
fosfolipase D e o diacilglicerol quinase zeta também s&o responsivas a estimulos
mecanicos (YOU et al.,, 2014), mas evidéncias futuras confirmardo se estas
moléculas sao responsaveis pela ativagao da mTORC1, bem como da sua cascata.

Em 2005, BYFIELD; MURRAY; BACKER, relataram uma via localizada acima
da via mTORCA1, classe 3 da fosfatidilinositol quinase (Vps34) e que a sua inibic&o
na deplecdo de aminoacidos, também comprometia a via mTORC1. MACKENZIE
et al., 2009, demonstraram que 0 estimulo resultante de uma sessao de exercicio
de forca foi suficiente para estimular a sinalizacdo do mTORC1, além de aumentar
a atividade de Vps34 poés exercicio.

Estas alteracdes na sintese proteica séao preditoras de adaptacdes fenotipicas
(ADEGOKE; ABDULLAHI; TAVAJOHI-FINI, 2012), visto que maior sintese proteica
implica em maior conteudo de proteinas musculares, o que pode indicar ainducéo ou
potencializac&do da hipertrofia muscular esquelética (MCGLORY; PHILLIPS, 2015),
demonstrando a importancia do volume de treinamento no processo de inducéo
desta resposta.
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Figura 1. Mecanismo de aumento da sintese proteica em resposta ao treino resistido.
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3| RELEVANCIA CLINICA DA MANIPULAGAO DO VOLUME

Alteracdes bioquimicas

No estudo de Reed et al. (2012), o grupo que executou 3 séries obteve melhorias
de maior magnitude no teste oral de tolerancia, bem como no indice de sensibilidade
a insulina, em comparacao aos grupos controle e que executou apenas 1 série por
exercicio, apos 2 sessdes de TR. Ja no estudo de Phillips et al. (2010), quando
comparadas a execucdo de 1 ou 3 séries por exercicio, ndo foram observadas
diferencas na glicemia entre os tratamentos. No entanto, a concentragéo de insulina
no grupo que executou mais séries foi significativamente menor, o que demonstra a
importancia do volume de TR na indugé@o de melhorias na sensibilidade a insulina.
Estes resultados se somam aos observados por Black, Swan e Alvar (2010), no
estudo em que avaliaram os efeitos da intensidade e do volume de TR na glicemia.
Neste estudo, maior volume de TR foi eficaz em reduzir agudamente a glicemia,
havendo uma maior captacéo de glicose, independente da acdo da insulina apos o
exercicio.

Correa et al. (2014) analisaram os efeitos do volume de TR no perfil lipidico
com volumes diferentes - um com alto volume, e outro com baixo volume - em
mulheres ap0s a menopausa. Neste estudo, o TR com alto volume foi mais eficaz
em melhorar o perfil lipidico apds 12 semanas de treinamento. Nunes et al. (2016)
observaram maior reduc&o das concentracdes totais de colesterol, e de LDL-c em
mulheres na pés-menopausa que realizaram o TR com maior volume (6 séries),
em comparacao aquelas que realizaram o TR com menor volume (3 séries) apos
16 semanas de intervencédo. Em outro estudo, Correa et al. (2015) compararam os
efeitos de diferentes volumes de treinamento na lipidemia pos-prandial, e quem
executou o TR com maior volume obteve melhora das concentragdes lipidicas
pos-prandiais de maior magnitude em comparagao ao grupo que acumulou menor
volume.

Cunha et al. (2019) compararam protocolos de treinamento com diferentes
volumes em mulheres idosas sedentarias. Um grupo executou 1 série por exercicio,
para um total de 8 exercicios, enquanto o outro grupo executou 3 series por exercicio.
O grupo que executou mais séries obteve melhorias mais significativas na glicemia
e no perfil lipidico.

Capacidade Funcional

Além de alteragGes moleculares e bioquimicas, o TR consegue influenciar em
variaveis mais palpaveis e de importancia para desfechos clinicos. Em um estudo,
com mulheres na poés-menopausa, o TR realizado com 6 séries foi superior aquele
realizado com 3 séries na melhoria de pardmetros abdominais de obesidade,
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influenciando, em parte, a velocidade de caminhada das participantes, pois permitia
maior capacidade de transferéncia de carga aos individuos (NUNES et al., 2017).
No estudo de Farinatti et al. (2013), foram comparadas frequéncias distintas de
treinamento (1, 2 ou 3 sessbes por semana) em mulheres idosas treinando por 16
semanas. Em cada sesséo, foi realizada apenas 1 série por exercicio, de modo
que, quanto maior fosse a frequéncia, maior seria o volume semanal. De acordo
com os resultados, maior frequéncia e consequentemente maior volume de TR
semanal, induzem melhorias mais significativas na capacidade funcional e na
forca de mulheres idosas. Ramirez-Campillo et al. (2016) submeteram mulheres
idosas a frequéncias de treinamento de 2 ou 3 sessdes por semana, durante 12
semanas. Ao mesmo tempo que o volume de TR foi 0 mesmo entre 0S grupos,
as alteracdes funcionais também foram semelhantes, das quais sdo exemplos o
teste de sentar e levantar, sprint de caminhada de 10 metros, equilibrio e forca de
preensdo manual. Este estudo também avaliou a qualidade de vida, através do
Questionario de Qualidade de Vida Especifico para a Menopausa, no qual ambos
0s grupos obtiveram melhorias significativas na qualidade de vida (dominios fisico,
psicossocial e geral), com a mesma magnitude.

Beneficios da manipulacao do volume
Metabdlico: Prevencao:
Reducao da glicemia; Reducao do risco cardiovascular;
Melhora do perfil lipidico. Reducéo de riscos metabdlicos.
Muscular: Promocao:
Aumento da forga maxima; Melhora da qualidade de vida;
Hipertrofia muscular. Melhora da funcionalidade.

Tabela 1. Principais desfechos clinicos decorrentes da manipulacao do volume

4 | CONSIDERAGOES FINAIS

O volume no treinamento resistido tem sido reportado como determinante
para hipertrofia muscular. Além disso, evidéncias mostram sua relacgéo direta com
melhora metabdlica e funcional, apesar de n&o haver elucidacéo clara dos riscos e
beneficios da manipulacdo desta variavel do treinamento fisico.
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ABSTRACT

Interleukin-6 (IL-6) influences both inflammatory response and anti-inflammatory processes.
This cytokine can be released by the exercising skeletal muscle, which characterizes it as a
myokine. Unlike what is observed in inflammation, IL-6 produced by skeletal muscle is not
preceded by the release of other pro-inflammatory cytokines, but is seems to be dependent on
the lactate produced during exercise, thus causing different effects from those of seen in
inflammatory state. After binding to its receptor, myokine IL-6 activates the PI3K-Akt
pathway. One consequence of this upregulation is the potentiation of insulin signaling, which
enhances insulin sensitivity. IL-6 increases GLUT-4 vesicle mobilization to muscle cell
periphery, increasing the glucose transport into the cell, and also glycogen synthesis. Muscle
glycogen provides energy for the ATP resynthesis, and regulates Ca’" release by the
sarcoplasmic reticulum, influencing muscle contraction, and, hence, muscle function by
multiple pathways. Another implication for the upregulation of PI3K-Akt pathway is the
activation of mTORCI, which regulates mRNA translational efficiency by regulating
translation machinery, and translational capacity by inducing ribosomal biogenesis. Thus, IL-
6 may contribute for skeletal muscle hypertrophy and function by increasing contractile

protein synthesis.

Keywords: cytokine, diabetes, glucose, hypertrophy, TNF-a, glycogen.
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1. INTRODUCTION

Detrimental effects of systemic increased IL-6 concentrations are related to chronic
inflammation, because it induces tissue damage and is correlated to disease activity in many
conditions, such as dyslipidemia [1,2]. Also, IL-6 activates JAK-STAT-SOCS3 pathway,
impairing insulin signaling in chronic inflammatory conditions, such as obesity [3]. However,
the identification of interleukin 6 (IL-6) as a myokine was determinant to break the paradigm

that its function is strictly pro-inflammatory.

IL-6 release during inflammation is preceded by the release of tumor necrosis factor
alpha (TNF-a), which does not occur at the same proportion during exercise [4]. IL-6
concentration in plasma increases up to 100 times after exercise [5], this situation used to be
previously associated to muscle damage, given the classical vision of IL-6 as a pro-
inflammatory cytokine [6]. These observations were refuted afterwards, suggesting that IL-6
release is regulated by other mechanisms, and could play a benefic role [7].

Release of IL-6 by skeletal muscle is independent of TNF-a release, and this
promotes different effects from those seen in inflammation, since the cytokine environment is
different [8]. IL-6 limits pro-inflammatory gene expression, reducing cytokine production,
and enhances macrophage responsivity to IL-4, an anti-inflammatory cytokine [9]. It also
stimulates IL-1ra and IL-10 production, which inhibit expression and signaling of pro-
inflammatory cytokines, such as IL-1a, IL-1 and TNF-a [10-13].

Additionally, IL-6 influences glucose homeostasis in skeletal muscle by increasing
insulin sensitivity in response to exercise, and playing important role to glucose metabolism
and muscle function [14]. Therefore, the aim of the present review is to describe the
elucidated mechanisms for insulin sensitivity induced by IL-6 produced by skeletal muscle
during contraction, as well as to discuss possible influences mediated by IL-6 for skeletal

muscle function and hypertrophy.
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2. INTERLEUKIN-6 SIGNALING PATHWAY
IL-6 is a protein expressed by /L6 gene, located at chromosome 7p15-21 [15], which
encodes 212 amino acids, cleaved at N-terminal portion to produce a 184-amino acid peptide
with molecular weight of 21-28 kDa [16]. Models of chronic inflammation demonstrated that

IL-6 may cause impaired muscle cell differentiation [17] and skeletal muscle atrophy [18].

IL-6-induced muscle atrophy could be attributed to increased JAK-STAT3 signaling
[19], that results in SOCS3 upregulation, which degrades insulin receptor substrate 1 (IRS-1)
and negatively correlates with muscle protein content [20,21]. Moreover, IL-6 downregulates
mTOR and p70S6K1 signaling, both involved in regulation of muscle protein synthesis and

hypertrophy [17].

Among many tissues, IL-6 is also produced and stored by skeletal muscle in
intracellular vesicles [22]. When released by the skeletal muscle during exercise, IL-6
generates effects different from those when it is produced by other tissues under distinct
stimuli, such as the promotion of endothelial function and revascularization, bone formation
and muscle hypertrophy [23]. The duality of IL-6 seems to be related to the mechanism of
release as shown in Table 1.

Table 1. Main stimulations of IL-6 and their influences on glucose metabolism and
skeletal muscles.

IL-6 origin Pathway Glucose Muscle
Inflammation Activation of JAK- Impaired insulin signaling Reduction in protein synthesis
STAT-SOCS3 [19] [21] [20]
Inflammation | Inhibition of mTOR [17] ND Reduction HB) 53)teln content
Muscle Activation of AMPK GLUT-4 mobilization and Enhancement in muscle

insertion in muscle cell

contraction [45] membrane [46] contraction [51, 52]
Muscle GLUT-4 mobilization, Enhancement in muscle
. Activation of Akt [39] insertion [40] and increased .
contraction . contraction [51, 52]
glycogen synthesis [39]
Muscle Activation of Akt-mTOR
contraction [53] ND Hypertrophy [53]

GLUT-4: glucose transporter type 4; ND: no data reported.
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This protein has 4 helices, which contains 3 binding sites (Figure 1) [24]. Site 1 binds
to IL-6 receptor (IL-6R), whereas sites 2 and 3 interact with an inactive dimer of glycoprotein
130 (gpl130), a signal transducer transmembrane protein [25]. After IL-6/IL-6R complex
formation, site 2 of IL-6 binds to one of gp130, dimer subunits, and site 3 interacts with the

remaining subunit, forming the tetramer IL-6/IL-6R/gp130, [26].

Figure 1. Tertiary structure and binding sites of Interleukin-6. A polypeptide cytokine with molecular mass
of 21 to 28 kDa, a four-o-helix structure, and three binding sites. Site 1 in pink (GIn”, Ser’®, Phe!”, GIn'™,
Ser!™, Leu!”, Arg!™, Ala'®, Arg!82, GIn'®); site 2 in red (Tyr®!, Gly*, Ser!!8, Val'?"); site 3 in purple (Trp'’,

GIn'°, Asp'®, Thr!6?), Figure created by the authors.

The release of IL-6 by skeletal muscle depends on the action of specific proteinases, as
matrix metallopeptidase 9 (MMP9) [22]. MMP9 may be involved in conformational changes

in the sarcolemma, which allows the mobilization of intracellular IL-6 storage vesicles, and
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releases the myokine in extracellular space [27]. Exercise increases production and activity of
MMP9Y, possibly inducing post-transcriptional changes by reducing the pH as a result from
release of H' ions from the hydrolysis of ATP [22,28].

Therefore, it is possible that the direct proportional relation observed between IL-6
release and parameters of exercise, such as intensity and duration [29], also occurs in function
of the pH changing. After released to extracellular fluids, IL-6 may act in paracrine, endocrine
and autocrine ways. With the binding to IL-6R in this particular situation, it activates Akt and
AMPK, consequently increasing insulin sensitivity.

Skeletal muscle content of IL-6 is positively autoregulated by an autocrine
mechanism, since IL-6 infusion increases its own mRNA levels in muscle [30]. Accordingly,
human skeletal muscle shows enhanced expression of IL-6R after exercise, which could
represent a sensitization for IL-6 signaling in skeletal muscle as a response to training and to
the effects of the released IL-6 in such conditions [31,32]. Thereby, after a continuous
program of exercise, a lower IL-6 concentration would be enough to activate sufficiently its

signaling pathway by IL-6/IL-6R/gp130, formation.

3. IL-6 REGULATION OF INSULIN SENSITIVITY

After the binding of IL-6/IL-6R is formed, gp130 is activated, and is phosphorylated

739 residue (Tyr’®’ in mice), recruiting protein SHP-2 [33]. Subsequently, SHP-2 binds

at Tyr
to Grb2-associated binding protein 1 (Gab1), which is recruited towards plasma membrane by
phosphatidylinositol trisphosphate (PIP3), a membrane phospholipid synthetized by PI3K
[34]. PI3K is activated by insulin receptor substrate 1 (IRS-1) [35], and by the formation of

the SHP-2/Gab1/PI3K complex after activation of gp130 by IL-6/IL-6R complex [36].

PIP; synthetized by PI3K also recruits Akt and PDK1 to plasma membrane [37]. On

this site, possibly by autophosphorylation or by the action of a specific Ser*’® kinase, Akt is



49

phosphorylated at Ser*’?

residue, site where PDK1 associates to the complex, catalyzing
phosphorylation at Thr*%® residue of Akt [38]. IL-6 also induces Akt Ser*”* phosphorylation
[30], increasing its susceptibility to full activation, which occurs after phosphorylation at
Thr*® residue [35].

After its activation, one of the targets of Akt is Akt substrate of 160 kDa (AS160)
[40]. AS160 protein has a GTPase activating domain (GAP) for Rabs, G proteins that
participate in formation, traffic and merging of intracellular vesicles, such as glucose
transporter type 4 (GLUT-4) storage vesicles [41]. When linked to GTP, Rab proteins found
in the membrane of these vesicles are activated, allowing the movement of the vesicles toward
sarcolemma, inserting GLUT-4 transporters in sarcolemma and transverse tubules, and
glucose transport into the skeletal muscle cell [42,43].

AS160 stimulates GTPase activity of Rab8A and Rabl3 proteins, inducing GTP
hydrolysis to GDP, which inactivates the Rabs, and prevents vesicle movement and merging,
and GLUT-4 transporter insertion [44]. When phosphorylated, AS160 is inhibited and does
not stimulate GTPase activity of Rabs, allowing the insertion of GLUT-4 transporter to the
sarcolemma [40]. As well as Akt, AMP-activated protein kinase (AMPK), also seems to be
influenced by IL-6 [45]. AMPK is responsible for phosphorylation and inhibition of AS160
after exercise, representing a possible second pathway for maintenance of glucose uptake by
skeletal muscle cell [46].

IL-6 potentiates the effects of insulin on glycogen synthase kinase 3a (GSK3a)
phosphorylation at Ser?! residue, which is mediated by Akt [39]. GSK3a inhibits glycogen
synthase (GS) action - responsible for glycogen synthesis - by phosphorylating Ser®*!, Ser®%,
Ser®® and Ser>? residues of GS [47]. Phosphorylation at Ser?! residue of GSK3a. inhibits this

enzyme, releasing GS to potentiate glycogen synthesis, following the signaling of both IL-6

and insulin [39].



50

—® @ " ® » ® ® ® ¢ Blootstrean

Insulin Glucose

GLUT 4 Sarcolemma
\, i \*_“ fﬂ,.......................l... ......
ATV, VT
\\\ “.-‘:// Sarcoplasm
. L 1 Transverse i {

Tubule | ;

A @D N
PDKA

e GSK3a
IL-6 Vesicle -

/%W
[ i

MMP9

Muscle
e e e e e AN T 1 e Contraction R o e ot
jﬁ i o s e [ - i o g 5900050 Rdappldopyhliopybleopyeepmsldprallippaldppaits 00000000
WW% R R i g Mo gl HOOS eremn
Myofilament

Figure 2. Role of IL-6 as myokine on insulin sensitivity and skeletal muscle cell contraction. Muscle
contraction stimulates acidosis and MMP9, which induces IL-6 liberation and autocrine signaling through IL-6R
to increase GLUT-4 expression via the AMPK and Akt pathways. This mechanism increases glucose intake by
myocytes and enhances muscle contraction. AMPK: AMP-activated protein kinase; Akt: Protein kinase B;
DHPR: dihydropyridine receptor; GLUT-4: glucose transporter type 4; Gab1: Grb2-associated binding protein 1;
gp130: glycoprotein 130; IL-6: interleukin 6; IRS-1: insulin receptor substrate 1; GSa: activated glycogen
synthase; GSK3a: glycogen synthase kinase 3a; MMP-9: matrix metallopeptidase 9; PDK1: Phosphoinositide-
dependent kinase-1; PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase; PIP3: phosphatidylinositol trisphosphate; SR:
sarcoplasmic reticulum; Ryrl: ryanodine receptor 1; SERCA: sarcoplasmic reticulum Ca?'-ATPase; SHP-2: Src

homology region 2 domain-containing phosphatase-2. Figure created by the authors.
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4. IL-6, GLYCOGEN AND MUSCLE FUNCTION

IL-6 may also enhance muscle function through greater insulin sensitivity. The
increase in glucose uptake and glycogen formation augments muscle glycogen content,
enhancing substrate availability for ATP resynthesis, thus letting the muscle prepared to
exercise [48]. Skeletal muscle excitability is determined by the concentration of ATP
specifically resynthesized by glycolytic pathway, as this ATP is used by Na'-K" ATPase
found in transverse tubules for muscle cell repolarization [49].

This mechanism releases stored Ca®", and starts excitation-contraction coupling [50].
Ca*" release by sarcoplasmic reticulum is reduced when muscle glycogen content is depleted,
negatively affecting excitation-contraction coupling and, hence, reducing force production by
the muscle (Figure 2) [51]. With reduced intracellular Ca*", there is lower availability for Ca*"
to bind to troponin C in sarcomeres, reducing cross-bridges formation between actin and
myosin, culminating in weaker muscle contractions [52].

Both the metabolic and non-metabolic roles for muscle glycogen related to ATP
resynthesis and excitation-contraction coupling highlight the importance of this polypeptide
for muscle function maintenance. By increasing glucose uptake and glycogen formation,

myokine IL-6 promotes benefits to insulin sensitivity and skeletal muscle function.

5. INFLUENCES OF IL-6 TO SKELETAL MUSCLE HYPERTROPHY

5.1.Activation of mTOR complex 1
IL-6 induces muscle hypertrophy by activating gpl130-Akt axis, which activates
mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORCI), a central event to regulation of
muscle hypertrophy [53]. mTORCI1 regulates mRNA translation in response to training, with
a determinant role in skeletal muscle hypertrophy [54]. mTORCI1 is formed by mLSTS,

PRAS40, Raptor, DEPTOR and mTOR kinase subunits [55]. mLST8 subunit stabilizes
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mTORC1 structure [56], and mTOR active site, influencing mTOR affinity to
phosphorylation targets [57].

Proline-rich Akt substrate of 40 kDa (PRAS40) binds to Raptor subunit of mTORC1
and inhibits the complex [58]. As its name suggests, this subunit is phosphorylated by Akt,
specifically at Thr’*¢, which facilitates Ser!®? phosphorylation by mTOR kinase [59], that
causes dissociation of PRAS40 from mTORC]1 [60]. PRAS40 dissociation from FRB domain
of mMTORCI1 allows the recruitment and phosphorylation of substrates, such as 4E-BP1 and
S6K1, to this same site [57].

Another inhibitor of mTOR kinase, DEPTOR subunit, is phosphorylated by mTOR

293 299 286

kinase at Ser”” and Ser”” in high-energy state [61], promoting phosphorylation at Ser-®°,
Ser?®” and Ser®! by S6K1, a substrate of mTORC1 [62]. Phosphorylation at Ser®®¢, Ser?®” and
Ser®”! of DEPTOR allows the recognition of these sites by BTrCP, a subunit of SCF E3
ubiquitin ligase complex, that induces DEPTOR degradation by proteasome [63,64].

After myocyte stimulation by IL-6 through gp130, Akt is activated (Figure 3) [53].
Phosphorylated Akt inactivates TSC2, which has GAP activity towards Rheb, a direct
activator of mTORCI1 [65]. Previous observations suggest that TSC2 phosphorylation inhibits
the GAP activity, allowing GTP to bind to Rheb, and, as a consequence, activates mTORC1
[66]. However, multiple residue phosphorylations at TSC2 by Akt cause its dissociation from
TSC complex — formed by TSC1, TSC2 and TBC1D7 subunits from lysosomal membrane
[67], keeping it distant and preventing this complex to act over Rheb, but with no influences
over TSC complex structure and GAP activity [68].

Rheb binds to GTP and to mTORCI, after TSC complex phosphorylation and
dissociation, inducing conformational changes that favors substrate recruitment to catalytic

site. of mTORC1 [57]. Interaction with Rheb occurs after mTORCI translocation to the

lysosome, where Raptor subunit binds to the heterodimer formed by GTPases RagA or RagB,
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complexed to RagC or RagD [69]. Amino acid uptake causes GTP binding to RagA or RagB,
whereas RagC or RagD bind to GDP, leading to the recruitment of mTORCI to the lysosomal
membrane. Afterwards, mTORCI1 becomes closer to its activator Rheb, and starts the
signaling [70].

RagGTPases complex binds to Raptor subunit at mTORC]1 with the help of a lipid-
anchored protein located at the lysosomal membrane, since this complex has no motifs that
may bind directly to lipids [71]. Anchoring protein is the pentamer Ragulator, which is
myristoylated and palmitoylated at pl8 subunit, and anchors the heterodimer formed by
RagGTPases at the lysosomal membrane, allowing the mTORCI recruitment [72,73].

Ragulator also binds to vacuolar H-ATPase (v-ATPase), a protein that induces proton
influx to lysosomal lumen after ATP hydrolysis, and has its interaction with Ragulator
weakened when amino acids are accumulated in the lysosome [74]. It is possible that
conformational changes that weakens this interaction are sufficient to activate guanine
nucleotide exchange factor (GEF) activity of Ragulator, activating Rag GTPases heterodimer
[71].

Upregulation of mTORCI1 may be potentiated by IL-6 signaling, since this myokine
can sensitize insulin action by activating Akt [39]. Through this mechanism, IL-6 could
potentiate mTORCI initial activation, increasing mTORCI1 complexes availability to be
recruited to the lysosome by RagGTPases and to be activated by Rheb, after TSC complex
inhibition by Akt [68]; and releasing mTOR kinase active site to substrate binding after

PRASA40 inhibition, also by Akt [60].

5.2.Regulation of protein synthesis by mTOR
When activated, mTOR phosphorylates 4E-BP1, a protein that inhibits eukaryotic

initiation factor (elF) 4F formation, as it binds to eIF4E subunit, found at 5’-cap 7-methylGTP

of mRNA, which prevents the binding with elF4A and elF4G subunits [75]. After
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phosphorylation by mTOR kinase, 4E-BP1 dissociates from elF4E, allowing the association
of elF4G at this site [76]. Additionally, eI[F4G works as an anchoring protein for elF4A,
which has RNA helicase activity stimulated by elF4B [77], and for polyadenylate binding
protein (PABP), responsible for mRNA circulation and by poly(A) tail binding at 3’ terminal
of mRNA [78].

Isolated ribosomal subunits are necessary for the initiation of translation, as 40S
subunit, which binds to elF1, eI[F1A and elF3, and, afterwards, to ternary complex elF2-GTP-
tRNaM®, to form 43S complex [79]. eIF3 binds to elF4G, promoting mRNA binding to 43S
complex [80], that can scan mRNA in order to find the initiation codon AUG [81]. The
scanning occurs in 5°-3’ direction, a process that seems to be controlled by elF4B [82].

Following mTORC1 binding to eIF3, mTOR kinase phosphorylates S6K1 at Th89,
dissociating it from elF3, and allowing its interaction with PDK1, which phosphorylates
S6K1 at Thr*®, causing its activation [76]. When activated, S6K1 phosphorylates eIF4B at

S er422

, which is also an activity of Akt [83], upregulating its activity, and favoring initiation
of translation by increasing elF4A helicase activity, and by scanning unidirectional control,
both regulated by elF4B [77,84]. S6K1 also phosphorylates ribosomal protein S6, at 40S

ribosomal subunit, an event that can be responsible for the recruitment of this subunit to

mRNA (Figure 3) [76].
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phosphoinositide 3-kinase; PIP3: phosphatidylinositol trisphosphate; PRAS40: proline-rich Akt substrate of
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40kDa; RagA/B, RagC/D: Rag GTPase heterodimers; Raptor: regulatory-associated protein of mTOR; Rheb:
Ras homolog enriched in brain; S6K1: ribosomal protein S6 kinase 1; SCF®*T™": BTrCP subunit of the SCF E3
ubiquitin ligase complex; SHP-2: Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2; STOP: stop codon;

TSC2: tuberous sclerosis complex,; Ub: ubiquitin. Figure created by the authors.

In addition to direct influences on translational efficiency by mechanism described
above, mTOR seems to influence, also, translational capacity by regulating ribosomal
biogenesis [85]. This process depends on ribosomal DNA (rDNA) transcription by RNA
polymerase I (Pol I) in nucleolus, that possesses activation depending on the formation of the
transcription pre-initiation complex (PIC) by three different subunits: transcription initiation

factor IA (TIF-IA), selectivity factor 1 (SL-1) and upstream binding factor (UBF) [86].

mTOR binds directly to the promoter region of rDNA, and is involved in TIF-IA
activation, which depends on the phosphorylation at Ser** [87], this also regulates nucleolar
chromatin structure in order to maintain the transcription of specific tDNA genes [88].
Another factor influenced by mTOR activity is UBF, which is phosphorylated at C-terminal
domain by S6K1, allowing its interaction with SL-1in the promoter region [89]. After PIC
formation, Pol I is recruited to the promoter region, transcribing pre-RNA 47S [90], which is
processed in three subunits (rRNAs 5.8S, 18S e 28S), all essential to ribosomal structure and

function [91].

mTOR regulates transcription of ribosomal protein genes by activating factors such as
Sfpl, Fhll and Ifh1, which recruit Pol II after binding to promoters of genes that transcribe
ribosomal proteins [92-94]. Finally, mTOR is associated with Pol III transcribed regions, as in
5S rRNA genes, transporter RNA (tRNA) genes, and also associating itself and Raptor
subunit of mTORCI1 to transcription factor IIIC (TFIIIC), a transcription factor that binds to
Pol III promoters, in addition to phosphorylating and inhibiting Maf1, a negative regulator of

Pol I1II, indicating that mTOR plays a regulatory role over Pol III [95].
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Thus, IL-6 induces events responsible for the upregulation of muscle protein synthesis
through activation of gpl30-Akt axis, and subsequent activation of mTORCI, which
enhances both translational capacity and translational efficiency (Figure 3) [53], not only
promoting benefits on insulin sensitivity, as described above (Figure 2), but also potentiating
contractile protein addition to sarcomeres and facilitating skeletal muscle hypertrophy and

function.

6. CONCLUSION

When released in response to exercise, IL-6 enhances insulin sensitivity by increasing
GLUT-4 vesicle mobilization and GLUT-4 transporter insertion to the sarcolemma, which
increases glucose transport into the cell and contributes to a greater control of blood glucose
and synthesis of muscle glycogen. This plays both metabolic and non-metabolic roles, by
increasing substrate availability for ATP resynthesis and increasing Ca®" release by
sarcoplasmic reticulum for excitation-contraction coupling, respectively. IL-6 can also
increase muscle protein synthesis by stimulating PI3K/Akt/mTORC]1 pathway, and enhancing
translational efficiency with the regulation of mRNA transcription machinery and enhancing
translational capacity with the upregulation ribosomal biogenesis. Both events facilitate
skeletal muscle function and hypertrophy. Therefore, IL-6 can cause muscle depletion in
response to inflammation, but the release of IL-6 by the exercising skeletal muscle might

benefit skeletal muscle through multiple mechanisms.
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RESUMO

Este estudo investigou os efeitos da manipulacdo de volume do treinamento de
resisténcia (TR) na forca muscular em camundongos adultos saudaveis. O TR de
escalada em escada foi usado como método de treinamento. O volume do TR foi
manipulado pelo numero de subidas (séries) realizadas e pela intensidade do TR.
Os camundongos foram divididos em quatro grupos: o grupo controle n&o realizou
TR, o grupo G1S fez 1 série, o grupo G2S fez 2 séries e o grupo G4S fez 4 séries
por sessdo de RT. O teste de capacidade maxima de carga (CMC) mediu a forga
muscular, que foi utilizada para prescrever cargas de TR, na intensidade de 70% da
CMC para todos os grupos treinados. Todos os grupos treinados tiveram seus
valores de CMC significativamente aumentados. Diferengas significativas foram
observadas entre grupo controle e G2S, grupo controle e G4S e G1S e G4S. As
mesmas diferencas foram observadas para as concentragdes séricas de interleucina
6 (IL-6). A presenga de Oxido nitrico (NO) sérico também mostrou dose-resposta ao
volume de RT. De acordo com os resultados, maiores volumes de RT induzem
maiores ganhos de for¢ga, bem como maior liberagédo de IL-6 e NO em camundongos
adultos saudaveis, evidenciando uma relagcdo dose-resposta. Além disso, foi
desenvolvido um modelo de predicdo de forca muscular, que poderia predizer
satisfatoriamente os valores de forga pés-intervencéo. Esses resultados confirmam a
relacdo dose-resposta entre volume de TR e forgca muscular, IL-6 sérico e NO em

camundongos adultos saudaveis.

PALAVRAS-CHAVE: Trabalho mecanico; Forga; Interleucina 6; Oxido nitrico.
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INTRODUGAO

A forga muscular € um fator importante para o desempenho das atividades de vida
diaria, e sua redugao pode levar a inatividade fisica, o que induz maior forga
muscular e redugdo da massa (1,2). Redugdes significativas de forga e massa
muscular sdo os principais sinais de sarcopenia (3,4) que esta associada a um
aumento de 53% nos custos de hospitalizacdo (5). A relagdo inversa entre forca
muscular e inflamagao cronica € um mecanismo potencial pelo qual a forga pode
influenciar a saude (6). Aléem disso, a forca muscular é um forte marcador de

mortalidade, destacando sua relevéancia e multiplas influéncias (7).

O TR é frequentemente usado para melhorar a forca muscular e pode ser
manipulado para potencializar certos efeitos por meio de mudancas especificas nas
variaveis dos componentes (8). Essas variaveis sado volume, intensidade, intervalos
de descanso e frequéncia semanal (9). O volume de TR €& uma estimativa do
trabalho mecanico realizado em uma determinada sessdo de TR, e pode ser
calculado pelo produto entre a carga externa - ou forga resistente (N) -, e a distancia

de deslocamento (m) (10).

Sabe-se que o volume do TR tem relacdo dose-resposta com a hipertrofia do
musculo esquelético (11). Essa relagdo pode influenciar a forga muscular, uma vez
que o aumento do conteudo muscular de proteinas contrateis € um mecanismo para
melhorar a forga (12). No entanto, outros fatores parecem determinar a melhora da
forga, como as adaptagdes neurais (13). Essa multiplicidade de fatores pode explicar
os resultados controversos observados quando comparados os efeitos de diferentes
volumes de TR sobre a forca muscular, com alguns estudos confirmando uma

relagcdo dose-resposta (14,15), enquanto outros divergem (16,17).

Além dos parametros morfolégicos e funcionais, o volume do TR parece influenciar
as vias de sinalizacdo envolvidas nas respostas da sintese protéica ao TR, que

modula o conteudo de proteina muscular (18). Além disso, uma vez que a liberagao



68

de fatores como interleucinas e espécies reativas de oxigénio é necessaria para o
reparo muscular apos lesao (19,20) e resposta ao exercicio (21,22), o volume de TR
pode ser responsavel pela liberagdo proporcional de tais fatores, o que também
pode contribuem para a hipertrofia muscular. Assim, o objetivo deste estudo foi
analisar como a variagao no volume de TR pode afetar os parametros funcionais e

bioquimicos de camundongos adultos saudaveis.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Camundongos machos albinos Swiss (Mus musculus) com 3 meses de idade foram
recebidos do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA). Todos os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 + 2 °C), ciclo claro-
escuro 12h/12h, dieta padréo para roedores (Purina, Brasil) e agua ad libitum. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Pernambuco e realizado de acordo com seu regulamento (Processo n°
0032/2020).

Protocolo

Para analisar os efeitos do volume de TR na forga muscular e morfologia muscular,
0s animais foram alocados em um dos quatro grupos: grupo controle (n = 5), grupo
1-série (G1S; n = 6), grupo 2-séries ( G2S; n = 6) e grupo 4 conjuntos (G4S; n = 6).
A familiarizagdo com o protocolo de TR de escada foi feita em cinco sessées
consecutivas. Apds 72 horas, os animais foram pesados e foi realizado o teste de
Capacidade Maxima de Carga (CMC). O protocolo de TR iniciou-se dois dias depois,
com 3 sessdes semanais com duragao de 4 semanas. Um dia apods a ultima sessao
de TR, o teste de CMC foi repetido e amostras de musculo e sangue foram
coletadas.
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Protocolo de Treinamento Resistido: O protocolo de TR foi adaptado de (23), com
escada (1m de altura; 0,14m de largura; ~2 cm de degraus; 85° de inclinagdo). Um
aparelho de carga foi fixado na porgao proximal da cauda do animal, proporcionando
resisténcia adicional. A carga de treino foi proporcional a 70 % da CMC, e a partir da
semana 2, foram adicionados 5 g semanalmente, o que garante o carater
progressivo do programa de TR. Cada subida representou uma série, portanto, G1S
realizou 1 subida, G2S realizou 2 subidas e G4S realizou 4 subidas. Os intervalos
entre as séries foram de 120 segundos para G2S e G4S. Se o animal nao
conseguisse completar o conjunto, a carga seria reduzida em 5 g. No entanto, todos
0s animais deste estudo foram capazes de realizar todas as séries com as cargas

prescritas.

O teste de Capacidade Maxima de Carga (CMC) foi realizado na escada utilizada
para o protocolo de TR. O teste comegou com um aquecimento, no qual os animais
realizaram uma série sem carga externa. Para o teste CMC, cada subida foi
considerada uma tentativa. Apds o aquecimento, foi realizada a primeira tentativa,
com aparelho de carga fixado na porgao proximal da cauda, e carga proporcional a
75% da massa corporal do animal. Caso o animal ndo conseguisse percorrer a
distancia designada (0,7m), ndo completando a tentativa, a carga era reduzida para
50% da massa corporal do animal e, posteriormente, para 25% da sua massa
corporal. Se a 25% da massa corporal o animal ndo conseguisse realizar a tentativa,
o teste CMC era interrompido e este animal iniciava o protocolo de TR sem carga
externa. Quando o animal conseguiu completar a tentativa, um incremento de 5 g foi
sucessivamente adicionado a carga anterior. O intervalo entre as tentativas foi de no
minimo 180 segundos, e os incrementos foram feitos até que a carga impedisse o
animal de completar a tentativa. O animal falhou ao completar a tentativa quando
nao percorreu a distancia de 0,7 m. O CMC foi considerado a maior carga levantada

ao longo do teste.

O volume do TR foi determinado por uma estimativa do trabalho mecéanico realizado

na sessao (10), obtido a partir de:
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V={(BM@+TL().cos85.G].dm}.S

No qual:

V = volume (trabalho mecanico realizado na sessédo em J x 10-3); BM = massa
corporal em gramas; TL = carga de treinamento em gramas; G = 9,807 m/s2; d =

distancia percorrida em metros; S = numero de séries (subidas).

A massa corporal e a carga de treinamento sdo somadas e depois multiplicadas pelo
cosseno do angulo de 85° e pela aceleragao gravitacional, para determinar a forga
de atragdo resistente ao movimento. Essa forca €& multiplicada pela distancia
percorrida para estimar o trabalho mecanico da subida. O resultado é, entéo,
multiplicado pelo numero de subidas para estabelecer o trabalho mecéanico de toda a

sessao de RT.

Para investigar melhor a relagao entre volume de TR e forga muscular, dois grupos
adicionais foram divididos: Grupo de Baixa Intensidade (LIG; n = 6) e Grupo de Alta
Intensidade (HIG, n = 5). Ambos os grupos realizaram 4 semanas de RT com 4
séries e volumes de RT equalizados, porém, LIG treinou com 40% de CMC e HIG
treinou com 80% de CMC. Para equalizar os volumes de RT, o LIG percorreu uma

distancia de 0,6 m, enquanto o HIG percorreu 0,5 m.

Analise de soro

Um dia apds a ultima avaliagdo do CMC, os camundongos foram anestesiados e
amostras de sangue foram coletadas via plexo retroorbital utilizando um capilar sem
anticoagulante. Apds a coleta, o sangue foi centrifugado a 550 xg por 10 minutos

(FANEM® Ltda., Brasil) e o soro foi separado para quantificagdo de 6xido nitrico
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com Griess Reagent, e Interleking-6 foi quantificado com kit ELISA (GE Healthcare,
EUA) (24).

Analise estatistica

A variancia foi analisada por ANOVA de uma via ou ANOVA de duas vias, quando
apropriado. Em ambos os casos, a analise de variancia foi seguida pelo teste post-
hoc de Bonferroni. A regressédo linear multipla foi realizada para estabelecer
correlagdes entre volume de TR e forga, bem como desenvolver um modelo
matematico pelo qual a manipulagdo do volume de TR poderia predizer ganhos de
forca. O teste t ndo pareado foi realizado para comparar os valores médios de forca
observados e os valores médios de forga preditos pelo modelo matematico. A
homocedasticidade foi avaliada pelo teste F para comparar as variancias dos valores
observados e preditos, enquanto o teste de Kolmogorov-Smirnov comparou as
distribuicbes desses valores. As correlacdes entre o volume de TR e o0s niveis
séricos de IL-6 e NO foram avaliadas pelo teste de correlagcdo de Pearson. Os
softwares utilizados para realizar a analise foram Statistica 12 (StatsoftTM, Tulsa,
Oklahoma, EUA) e GraphPad Prism 9.0.0 for Windows (GraphPad Inc., San Diego,
Califérnia, EUA). Os dados sao apresentados como Média + Erro Padréo da Média

(SEM); p < 0,05 foi considerado para significancia estatistica.

RESULTADOS

O volume médio por sessdo de RT para o grupo controle foide 0 J x 102+ 0 J x 10
3. G1S acumulou 44,72 J x 1023 + 3,55 J x 10-3 por sesséo, G2S apresentou volume
médio de 89,71 J x 103 £ 6,79 J x 103, e volume médio de G4S foi de 185,15 J x 10"
8+ 17,57 J x 103. O volume de TR foi aumentado em 22% para todos os grupos
treinados, como consequéncia do aumento semanal de 5 g na carga de treinamento.
Nao houve diferengas significativas entre os grupos para massa corporal, massa dos

musculos séleo e gastrocnémio.
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Os valores iniciais de CMC n&o foram diferentes entre os grupos. A CMC do grupo
controle ndo se alterou apds quatro semanas de observagdo. Todos os grupos
treinados melhoraram significativamente a CMC apds quatro semanas, com
variacbes médias absolutas de 24,66 g + 4,63 g para G1S, 31,77 g + 6,38 g para
G2S e 40,07 g = 7,00 g para G4S. No entanto, apenas os CMCs de G2S e G4S
alcangaram diferengas estatisticamente significativas quando comparados ao grupo
controle. Entre os grupos treinados, houve diferencas significativas para CMCs de
G1S e G4S. O aumento médio da CMC para G4S foi 62% maior do que o observado

para G1S, apds quatro semanas de RT.

A manipulagdo de RT induziu aumento significativo da forca maxima relativa em
camundongos adultos. Apos quatro semanas de TR, a carga levantada no teste
CMC foi proporcional a 111% da massa corporal para G1S, 155% para G2S e
atingiu proporgdes de 189% da massa corporal para G4S. Diferengas significativas
entre G1S e G4S para forgca muscular relativa, e os resultados de G2S entre G1S e
G4S indicam a relagcao dose-resposta entre o volume de RT e os aumentos de forga

muscular de camundongos adultos apés um més de RT.

Além disso, a regressao linear multipla foi realizada para correlacionar a
manipulagdo do volume do TR e os ganhos de forga. A variavel dependente a ser
predita pelo modelo matematico foi o CMC pds-TR (CMCpss-TR), pois representa o
nivel de forca apds o programa de TR. As variaveis independentes usadas para
prever os niveis de forca pos-TR, que poderiam determinar as adaptagdes de forga,
foram volume inicial de TR (VTR, em J x 10-?), aumento percentual do volume de TR
(A%RTV) e CMC inicial (em gramas).

A analise de regressao linear mdltipla apresentou valores como R multiplo = 0,92, R?
multiplo = 0,85 e p < 0,0001. O modelo matematico foi usado para prever CMCpss-TR
de LIG e HIG. Nao houve diferengas entre os valores de CMCypss-TR medidos de HIG

e LIG, bem como para os valores de CMCypss-Tr preditos e observados.



73

Os niveis séricos de IL-6 foram diferentes entre os grupos, enquanto o NO sérico foi
dose-dependente. Os niveis de G1S e G2S de IL-6 foram significativamente maiores
do que o grupo Controle, enquanto G4S apresentou os maiores niveis séricos de IL-
6. Os niveis de IL-6 foram fortemente correlacionados com o volume médio de TR.
Para NO sérico, todos os grupos diferiram entre si, e também houve forte correlagao

com o volume médio de TR.

DISCUSSAO

O volume de TR parece ser determinante para ganhos de forgca muscular (31,32).
Uma meta-analise recente concluiu que a RT de alto volume é superior a RT de
baixo volume para aumento de forga (33). Em concordancia com estudos anteriores
(14,15), os resultados do presente estudo confirmam o papel central do volume do
TR para o aumento da forga, dados os maiores niveis de forga observados apés o
TR de alto volume, como treinamento com volumes iguais e diferentes intensidades

promoveram os mesmos niveis de forga.

De acordo com o modelo matematico proposto neste estudo para predizer a
variancia da CMC p6s-TR, o volume € responsavel por 85% (r2 = 0,85, p < 0,001),
do aumento da forga, o que também denota forte relacdo entre a manipulacdo do
volume do TR e os niveis de forga (34), os outros 15% poderiam estar associados a
outros aspectos, como genética, nutricdo e meio ambiente. Do ponto de vista
pratico, o modelo destaca a relevancia de se estabelecer um ponto de partida no
programa de TR e as capacidades fisicas de cada individuo (volume inicial de TR e
niveis iniciais de forga, respectivamente), e também de uma progressao planejada
(aumento percentual no volume de TR), ambos os quais permitirdo que adaptagdes

razoaveis sejam esperadas e, portanto, promovidas.
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Além disso, o volume de TR também pode influenciar o conteudo sistémico de IL-6,
uma vez que foram observadas diferentes concentracbes séricas de IL-6 entre os
grupos. Isso pode ser atribuido tanto a sinalizagado do reparo muscular pelas células
imunes (19), quanto a liberagdo de estoques de IL-6 muscular (21). A IL-6 derivada
do musculo é armazenada em vesiculas intracelulares e € liberada em resposta a
produgao de lactato e alteragbes de pH, ambas ocorrendo durante as contragbes
musculares (21,25). A ativagdo do receptor de IL-6 pode promover hipertrofia
muscular pela ativagao da via PI3K/Akt/mTOR, que aumenta a sintese proteica (26),
e pode ser responsavel pela dose-resposta entre o volume de RT e a hipertrofia

muscular observada em outros lugares (11).

Da mesma forma, os niveis séricos de NO respondem diretamente ao volume de RT.
O NO é produzido tanto pela éxido nitrico sintase endotelial (eNOS) em resposta ao
estresse de cisalhamento nos vasos sanguineos — que aumenta em resposta ao
exercicio (27) — quanto pela é6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) de macréfagos
infiltrados no local da lesdao muscular, e parece mediar a ativagao das células
satélites (20), que € o passo inicial do reparo muscular (28). O NO também participa
da diferenciagédo das células progenitoras miogénicas, que é outra etapa necessaria
para a reparagao do dano muscular (29). A hipertrofia muscular induzida por células
satélites € atribuida a doacdo de seu nucleo para a fibra muscular esquelética

reparada, o que pode potencializar a sintese proteica (30).

Juntamente com a IL-6, a resposta do NO ao volume do TR pode ser atribuida a
extensao do dano muscular induzido pelo TR, que pode ser progressivamente maior,
uma vez que o estresse mecanico também é maior apds maiores volumes de TR.
Nossa abordagem experimental exigiu um maior numero de contragdes musculares
para realizar maiores volumes de TR, o que poderia induzir maior producao de
lactato e, portanto, maior liberagdo de IL-6. No entanto, pode existir um limite, pois o

treinamento excessivo pode ser prejudicial.
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O TR de subida em escada € um método de TR validado para camundongos (35),
no qual € possivel manipular o volume do TR através do numero de séries (subidas)
realizadas na sessdo (36). Usando este método, de acordo com observacdes
anteriores (37), € possivel que a prescricdo de carga com base no CMC inicial
induza ganhos de forga com magnitude maior do que o observado apés a prescrigao
de carga com base em percentuais da massa corporal (38—40), pois a for¢a exigida
esta relacionada a capacidade maxima do musculo em vez da massa corporal, que

pode ser facilmente influenciada pelo conteudo de musculo e gordura.

O curto periodo de intervencdo pode responder a auséncia de respostas
hipertréficas ao TR, uma vez que a hipertrofia muscular € mais evidente apés 6-10
semanas de TR (~18 sessdes de TR) (41), o aumento da forgca muscular € mais
provavel de ser uma resposta de adaptac¢des neurais (42). As adaptagdes neurais
resultam em alteragcdes funcionais nas fibras musculares respectivamente inervadas,
dado o papel determinante que os motoneurdnios tém nas caracteristicas funcionais

e metabdlicas das fibras musculares (42,43).

Tem sido demonstrado que essas mudancas funcionais nas fibras musculares séo
controladas especificamente pelas demandas de treinamento (44). O TR aumenta as
taxas de descarga dos motoneurdnios (42) e, posteriormente, a velocidade de
contragdo das unidades motoras inervadas (45). Além disso, o TR aumenta a
distribuicdo do receptor de acetilcolina, contribuindo para reduzir o limiar de
recrutamento de unidades motoras, aumentando o numero de fibras musculares

recrutadas e, consequentemente, a forca (46,47).

Os resultados apresentados neste estudo demonstram uma relacdo dose-resposta
entre volume de TR e forga muscular, IL-6 e NO, uma vez que maiores volumes de
TR produzem maiores valores para essas variaveis. Como nado houve hipertrofia
muscular, & possivel que os aumentos de forca tenham sido decorrentes de
adaptagdes neurais. Além disso, o modelo de predicdo pode nao prever ganhos de
forca em humanos, no entanto, demonstra forte correlagdo entre volume de TR e
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adaptacado de forga, podendo ajudar a criar uma versao para humanos. Se as
diferengas para os valores de IL-6 e NO sdo devidas a extensao da sinalizacao de

reparo muscular induzida por RT ainda esta para ser determinado.
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5 CONCLUSOES

O volume de treinamento resistido parece determinar as adaptagdes iniciais

ao programa de treinamento.

A relagdo dose-dependente entre o volume de treinamento resistido e os
marcadores inflamatdrios interleucina 6 e 6xido nitrico indicam haver respostas

adaptativas relacionadas ao reparo do dano tecidual causado pelo treinamento.

Aumentos proporcionais da forga em relacdo a volumes de treinamento

diferentes e equalizados sao dose-dependente.

O modelo matematico de predicdo do aumento de forca muscular é relevante
para determinacao prévia da forca maxima, do volume de treinamento e do grau de

progressao para a promogao de adaptagdes relevantes.

O volume de treinamento resistido figura-se como a variavel central na

promogao de adaptagdes musculares.
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INTRODUGAO

A identificagdo da Interleucina 6 (IL-6) como uma miocina foi determinante para quebrar o
paradigma de que sua fungao é estritamente pré-inflamatéria. Estudos observaram que a IL-6 pode
desempenhar um papel anti-inflamatério, quando liberada pelo musculo apds exercicio, juntamente
ao Antagonista do Receptor da IL-1 (IL-1ra) e a IL-10. Ademais, a IL-6 influencia a homeostase da
glicose no musculo esquelético, sensibilizando a sinalizagdo de insulina em resposta ao exercicio.
Sendo assim, o objetivo do presente trabalho é descrever os mecanismos reportados na literatura
para o aumento da sensibilidade a insulina mediados pela IL-6 no musculo esquelético apds exercicio
fisico.

LIBERAGAO DE IL-6 PELO MUSCULO ESQUELETICO

Aumento da intensidade e do volume de exercicio aumentam a formagao do lactato, ativando
proteases especificas, como a metaloproteinase 9 (MMP9), que induz a liberagédo da IL-6 contida em
vesiculas intracelulares por exocitose (Figura 1). Possivelmente por este mecanismo, também se
observa uma relagéo diretamente proporcional entre a liberagdo de IL-6, e a duragéo e intensidade de
exercicio. Apos liberada para o meio extracelular, a IL-6 pode atuar de maneira paracrina, autocrina e
enddcrina. Esta miocina se liga ao seu receptor (IL-6R), ativando cascatas que aumentam a
sensibilidade a insulina. Adicionalmente, o musculo esquelético humano treinado apresenta uma
maior expressao de receptores de IL-6, o que pode representar uma sensibilizagdo do musculo a IL-6
em resposta ao treinamento.

SENSIBILIGAO A INSULINA PELAS VIAS AKT E AMPK

A IL-6 induz a fosforilagdo da Proteina Quinase B (Akt) no residuo de Ser*’3, aproximando a
Akt da Fosfatidilinositol 3-Quinase (PI3K). Esta aproximagdo aumenta a susceptibilidade de
fosforilagdo da Akt pela PI3K no residuo de Thr3%, que ocorre durante a sinalizagdo da insulina,
ativando a Akt. Subsequentemente, a Akt fosforila e inibe o Substrato da Akt de 160 kDa (AS160),
que é responsavel pela inibicdo da mobilizagdo de vesiculas intracelulares de armazenamento de
Transportadores de Glicose 4 (GLUT-4) em dire¢cdo a periferia do midcito. A IL-6 também ativa a
Proteina Quinase Ativada por AMP (AMPK), que também inibe o AS160. Portanto, ha duas vias que
inibem o AS160, permitindo a mobilizacdo e inser¢do do GLUT-4 nos tubulos transversos e no
sarcolema. Além disto, a Akt também fosforila e inibe a Glicogénio Sintase Quinase 3 a (GSK3a), que
inibe a enzima Glicogénio Sintase. A IL-6 aumenta a fosforilagdo da GSK3aq, inibindo-a, e permitindo
a ativagao da GS (GSa). Isto foi confirmado pela observagao de incrementos no contetdo intracelular
de glicogénio de midcitos estimulados pela IL-6. Estes mecanismos destacam o papel da IL-6 como
sensibilizador da sinalizagao de insulina no musculo esquelético, a maior reserva de glicogénio do
corpo (Figura 1).

GLICOGENIO E FUNGAO MUSCULAR
Além da reducéo da glicemia, estes mecanismos influenciam a fun¢do muscular. O aumento

da captacdo de glicose e consequente formacdo de glicogénio aumentam a reserva de glicogénio
muscular, disponibilizando substrato para a sintese do ATP de forma mais eficaz. Ademais, a
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deplecdo do glicogénio muscular reduz a liberagdo de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico, afetando
negativamente o acoplamento excitagdo-contragdo e, consequentemente, a producdo de forca
(Figura 1). Ambos os papéis metabdlico e ndo metabdlico do glicogénio destacam a importancia
deste polimero na manutencdo da fungdo muscular, diretamente relacionado a sintese de ATP, e
indiretamente na regulagao do Ca?*.

CONCLUSAO

Quando liberada em resposta ao exercicio, a miocina IL-6 aumenta a sensibilidade a insulina,
contribuindo para a reducdo da glicemia, além de influenciar a fungdo muscular pelo aumento da
incorporagao da glicose captada as reservas de glicogénio.

Palavras-chave: Insulina; Miocina; IL-6; Treinamento fisico; Intensidade; Volume de exercicio.
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Figura 1. Papel da IL-6 como miocina na sensibilidade a insulina e contragdo da célula
muscular esquelética. AMPK: Proteina Quinase Ativada por AMP; Akt: Proteina Quinase B; AS160: Substrato da Akt de
160kDa; DHPR: Receptor de diidropiridina; GLUT-4: Transportador de Glicose 4; gp130: Glicoproteina 130; IL-6: Interleucina 6;
IRS-1: Substrato do Receptor de Insulina; GSa: Glicogénio Sintase Ativada; GSK3a: Glicogénio Sintase Quinase 3 a; MMP-9:
Metaloproteinase 9; PDK1: Proteina Quinase-1 Dependente de Fosfoinositideo; PI3K: Fosfatidilinositol 3-Quinase; PIP3:
Fosfatidilinositol trifosfato; RS: Reticulo Sarcoplasmatico; Ryr1: Receptor de rianodina 1; SERCA: Ca?-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico.
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