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RESUMO 

 

O objetivo do primeiro estudo foi avaliar os efeitos do treinamento de resistência sobre a 

morfologia muscular e sobre a expressão gênica de fatores neurotróficos no sistema nervoso 

central. Foram utilizados 31 ratos machos Wistar (65±5 dias de vida). Os animais foram 

divididos aleatoriamente em dois grupos: Não-Treinado (NT, n=13) e treinado (T, n=18). 

Animais do grupo T foram submetidos a um protocolo de treinamento físico de resistência 

diário, 5 dias por semana, durante 8 semanas, com 80% da sobrecarga máxima individual 

acessada semanalmente. O sacrifício foi realizado 48 horas após a última sessão de 

treinamento e os tecidos removidos e congelados imediatamente. Foi avaliado a histologia dos 

músculos sóleo e extensor digital longo (EDL), n=6 por grupo) através da técnica da ATPase 

miofibrilar. Para análise da expressão gênica (n=5 por grupo) de fator neurotrófico derivado 

do cerebro (BDNF) e fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) no córtex motor, 

medula espinal e cerebelo foi utilizada a técnica do PCR em tempo real. No Músculo EDL, 

Animais T apresentaram um aumento na proporção de fibras tipo IIb e redução de fibras tipo 

IIa. Expressão de genes para IGF-1 foi reduzida no cerebelo de animais T. O objetivo do 

segundo estudo foi avaliar os efeitos do treinamento de resistência diário na atividade 

locomotora (LA) em animais desnutridos no período perinatal. Ratos Wistar machos foram 

divididos em dois grupos de acordo com a dieta da mãe durante a gestação e lactação: 

controle (17% de caseína, C) e hipoproteica (8% de caseína, LP). Aos 60 dias, metade de cada 

grupo foi submetido a um treinamento de resistência (subida em escada, 5 dias/semana, 

durante 8 semanas, com 80% de sobrecarga máxima avaliada semanalmente, T e LP+T). Para 

a analise da LA, os ratos foram filmados antes e após 8 semanas de treinamento em campo 

aberto e as imagens foram analisadas pelo software para análise automática de atividade 

locomotora. Este software fornece: distância percorrida (metros); distância rotacional 

(metros); velocidade média (m/s); velocidade máxima (m/s); potência média (mW); tempo 

imóvel (s); número de paradas; tempo por parada (segundos).  Após o treinamento, os filhotes 

T apresentaram menor potência média (C: 3,6±1,7; T: 1,5±0,5), número de paradas (C: 

55,3±7,6; T: 35,7±8,0) e maior tempo por parada (C: 1,7±0,4; T: 3,0±0,8) quando comparado 

ao controle. Para filhotes LP+T, não houve diferenças em todas as variáveis quando 

comparados aos filhotes LP, com exceção da distância percorrida, que foi menor (LP: 

12,5±2,7; LP+T: 8, 4±2,8). Comparando os valores pós com os pré treinamento, filhotes 

LP+T, diferentemente do grupo LP, apresentam diminuição da distância percorrida (LP: 

pré=14,3±3,5; pós= 12,5±2,7; LP+T: pré=14,0±3,1; pós=8,4±2,8). Em conclusão, nossos 

dados mostram que 8 semanas de treinamento de resistência diário foi suficiente para 

aumentar a capacidade de carregamento máxima e em aumentar a proporção de fibras 

musculares tipo IIb. O treinamento de resistência diário também altera a atividade locomotora 

tanto de animais controle quanto de animais desnutridos.  

 

Palavras-chave: Força. Treinamento de resistência. Atividade locomotora. Dieta 

hipoproteica. Plasticidade fenotípica. 

 

  



ABSTRACT 

 

The objective of the first study was to evaluate the effects of a resistance training on the fiber 

type morphology and brain neurotrophic factors in young rats. Thirty-one male Wistar rats 

(65 ± 5 days old) were randomly divided in two groups: non-trained (NT, n=13) and trained 

(T, n=18). Animals from T group were submitted to a program of daily resistance training (5 

days per week during 8 weeks) at 80% of individual maximum overload. This test was weekly 

performed to adjust the individual load throughout the weeks of training. After 48 hours from 

the last session of exercise, soleus and extensor digital longus (EDL) muscles were removed 

for myofibrillar ATPase staining analysis. Spinal cord, motor cortex and cerebellum were 

removed for real time RT-PCR analysis of BDNF and IGF-1 gene expression. In EDL 

muscle, T animals showed an increase in the proportion of type IIb fibers and a reduction of 

type IIa fibers. IGF-1 gene expression was reduced in the cerebellum of T animals (NT: 

1.025±0.12; T: 0.57±0.11). The purpose of the second study was to evaluate the effects of 

daily resistance training on locomotor activity in undernourished animals during perinatal 

period. Male Wistar rats were divided into two groups according to their mother’s diet during 

gestation and lactation: control (17% casein, C) and low-protein (8% casein, LP). On 

postnatal day 60, half of each group was submitted to daily resistance training (climb ladder, 5 

days/week, during 8 weeks, with 80% of maximum overload weekly evaluated, T and LP+T) 

or not. To LA analyses the rats were filmed before and after 8 weeks of training on open field 

and the images were analyzed by the software for automatic analyze of locomotor activity. 

This software provides: distance traveled (meters); rotational distance (meters); average speed 

(m/s); maximum speed (m/s); average potency (mW); time immobile (s); number of stops; 

time/stop (seconds). After training, T pups showed a reduced average potency (C: 3.6±1.7; T: 

1.5±0.5), number of stops (C: 55.3±7.6; T: 35.7±8.0) and high time/stop (C: 1.7±0.4; T: 

3.0±0.8) when compared to control. For LP+T pups, there were no differences in all variables 

when compared to control and LP pups, except for distance traveled that was reduced when 

compared to LP pups (LP: 12.5±2.7; LP+T: 8.4±2.8). Compared post versus pre period of 

physical training, LP + T pups, different to LP group, present decreased distance traveled (LP: 

pre=14.3±3.5; post= 12.5±2.7; LP+T: pre=14.0±3.1; post= 8.4±2.8). In conclusion, our data 

show that 8 weeks of daily strength training was sufficient to increase the maximum loading 

capacity and increasing the proportion of muscle fiber type IIb. Daily resistance training also 

changes the locomotor activity of both control animals as of malnourished animals. 

 

Key-words: Strength. Resistance training. Locomotor activity. Low protein diet. Phenotypic 

plasticity. 
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1. APRESENTAÇÃO 

 

Na área da ciência da atividade física, diversos programas de treinamento físicos têm 

sido utilizados para promover adaptações em curto e longo prazo no sistema neuromuscular. 

Dentre esses, o treinamento de resistência tem recebido bastante interesse. Treinamento de 

resistência é caracterizado pelo movimento dos segmentos corporais com a aplicação de uma 

sobrecarga aumentada de forma progressiva ao longo de um determinado período de tempo. 

Alguns programas de treinamento de resistência existentes para ratos podem não ser 

suficientes para induzir adaptações neuromusculares por simularem os programas com 

humanos, seguindo o mesmo número de sessões, intervalos, repetições e sobrecarga utilizada. 

Em humanos, o controle dessas variáveis é bem estabelecido, mas em modelos experimentais 

é difícil estabelecer o controle ideal das mesmas. Assim, a primeira dificuldade que se tem 

quando se trabalha com modelos experimentais é encontrar o controle adequado das variáveis 

do treinamento, levando em consideração o princípio da individualidade biológica. Tal 

dificuldade torna necessária uma adaptação no aparato utilizado e no programa de 

treinamento visando uma melhor resposta comportamental ao treinamento. 

Um dos objetivos relacionado ao treinamento de resistência é o ganho de força, o qual 

pode estar diretamente relacionado com o ganho de massa muscular e com a transição do tipo 

de fibra. Além disso, acredita-se que fatores neurais também possam estar influenciando tanto 

o ganho de força, quanto o aumento da massa muscular e a transição dos tipos de fibras. Em 

outros modelos de treinamento físico, foram observados melhoras nas funções cerebrais 

relacionadas com neurogênese, angiogênese, sinaptogênese e aumento na liberação de fatores 

de crescimento tais como o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e fator de 

crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1). Pouco é conhecido a respeito dos efeitos do 

treinamento de resistência na expressão de IGF-1 e BDNF no córtex motor, medula espinal e 

cerebelo, estruturas cerebrais relacionadas ao controle dos movimentos e coordenação. Dessa 

forma, um dos objetivos do presente estudo foi validar um programa de treinamento de 

resistência, capaz de melhorar o desempenho durante as sessões de exercício, induzir 

adaptações na proporção de fibras musculares e alterar a expressão de fatores neurotróficos 

tais como BDNF e IGF-1, em ratos. 

A atividade locomotora é uma série de movimentos que permitem ao individuo se 

transportar de um espaço a outro. A atividade locomotora é um importante componente da 

exploração e atividades espontâneas envolvidas em diversas respostas comportamentais e 
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fisiológicas. Habilidades motoras fundamentais são construídas durante a infância e são 

essenciais para a integração dos sistemas nervoso e muscular, formando a base de 

movimentos necessários posteriormente. Nesse contexto, os períodos iniciais de crescimento e 

desenvolvimento são considerados períodos vulneráveis e mais susceptíveis a estímulos 

ambientais, tais como a desnutrição, e podem repercutir no processo de saúde e doença do 

indivíduo na idade adulta. Dessa forma, a desnutrição perinatal pode causar prejuízos nas 

fases de desenvolvimento da atividade locomotora. 

O termo “plasticidade do desenvolvimento” é usado para explicar que durante a 

ontogênese precoce, o organismo passa a desenvolver “janelas críticas” de sensibilidade ou 

plasticidade, durante o qual os fatores ambientais geram plasticidade fenotípica ou ajustes 

fenotípicos. Plasticidade fenotípica pode incluir plasticidade adaptativa na morfologia, 

fisiologia e comportamento ao longo de toda a vida, onde o indivíduo continua sendo 

susceptível a algumas adaptações ambientais tais como o treinamento físico.  

Os períodos perinatais têm sido considerados períodos críticos por promoverem 

adaptações no sistema nervoso e muscular. Estas podem predispor a prole a alterações 

fenotípicas também na atividade locomotora. No entanto, o músculo esquelético é altamente 

plástico e se adapta as demandas ambientais através da regulação da composição das 

miofribras de contração lentas e rápidas. Algumas intervenções, incluindo exercícios de 

resistência podem induzir a transdiferenciação das fibras musculares e, potencialmente, a 

recuperação dos efeitos da desnutrição materna. Assim, nós também submetemos ratos a uma 

dieta hipoproteica durante a gestação e lactação. Posteriormente, os ratos foram submetidos a 

um programa de treinamento de resistência diário para testar a hipótese que o treinamento de 

resistência é um bom indutor de plasticidade fenotípica e capaz de reverter os efeitos em 

longo prazo da dieta hipoproteica perinatal sobre os padrões de atividade locomotora em ratos 

jovens.  

O presente estudo foi realizado no laboratório de Fisiologia da Nutrição Naíde 

Teodósio do Departamento de Nutrição da Universidade Federal de Pernambuco, orientado 

pelos professores Carol Virgínia Góis Leandro e Raul Manhães de Castro. Os resultados 

compõem dois artigos originais, o primeiro apresentando os efeitos do treinamento de 

resistência sobre a morfologia de fibras musculares e expressão de fatores neurotróficos 

intitulado: Daily resistance physical training alters the proportion of skeletal muscle fibers 

but not brain neurothropic factors in young rats. O segundo artigo apresenta os efeitos do 

treinamento de resistência sobre a atividade locomotora em animais submetidos a uma dieta 
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hipoproteica no período perinatal e é intitulado: Daily resistance training alters the locomotor 

activity in young rats submitted to a perinatal low-protein diet. O primeiro artigo foi 

submetido ao European Journal of Applied Physiology com fator de impacto 2.18. O segundo 

foi Submetido à revista Nutritional Neuroscience com fator de impacto 2.27. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

Locomoção é a capacidade de um indivíduo interagir com seu ambiente apresentando 

um papel importante em parâmetros essenciais para a preservação da espécie, tais como 

interação social, busca pelo alimento e procriação (GEISLER et al., 1993; GRAMSBERGEN, 

1998; BOUET et al., 2004; GARLAND et al., 2011). A atividade locomotora é um 

comportamento complexo que representa, de forma simplificada, a interação entre os sistemas 

nervoso e muscular (GRAMSBERGEN et al., 2001; GORSKA et al., 2009). Ao contrário do 

conceito de locomoção, a atividade locomotora não é propriamente necessária para a 

sobrevivência ou homeostase, ou seja, não é motivada diretamente por fatores de preservação 

da espécie (alimentos, água ou procriação) (GARLAND et al., 2011). Embora não 

diretamente motivada a atividade locomotora é alterada por alguns estímulos internos 

(morfologia muscular e desenvolvimento do sistema nervoso) e externos (lesão, nutrição ou 

exercício físico) (WESTERGA e GRAMSBERGEN, 1990; GRAMSBERGEN et al., 1999). 

Nesse sentido, os períodos iniciais de crescimento são bem estudados atualmente, por serem 

os períodos em que o organismo está mais susceptível a estímulos externos podendo ter 

efeitos irreversíveis (BARROS et al., 2006; GORSKA et al., 2009).  

Os períodos iniciais de crescimento e desenvolvimento são conceituados como períodos 

críticos do desenvolvimento (MORGANE et al., 2002). O conceito de períodos críticos 

permeia discussões sobre uma maior vulnerabilidade fisiológica, morfológica e 

comportamental relacionado com alguns insultos tais como a desnutrição (MORGANE et al., 

1993). A vulnerabilidade desse período sugere que processos de organização são instáveis a 

perturbações que podem retardá-los ou distorcê-los (MORGANE et al. et al, 1993). Dessa 

forma, todos os processos de desenvolvimento dos sistemas fisiológicos podem exibir 

períodos críticos cuja duração e importância dependerá das taxas de alterações que acontecem 

(MORGANE et al., 1993). Entre os sistemas que podem sofrer com os estímulos nutricionais 

durante os períodos críticos, os sistemas muscular e nervoso têm recebido bastante atenção 

(DA-SILVA et al., 1987; BUSCHER e IZPISUA BELMONTE, 1999; FREITAS-SILVA et 

al., 2008). 

O período crítico do músculo esquelético envolve tanto o período de gestação quanto o 

período de lactação (BUSCHER e IZPISUA BELMONTE, 1999). Em ratos, o 

desenvolvimento de fibras primárias ocorre do 14º ao 16º dia de vida fetal e fibras secundárias 

entre 17º e 19º dia de vida fetal (WILSON et al., 1988). A diferenciação em fibra de 
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contração lenta (tipo I) e fibra de contração rápida (tipo II) inicia na gestação e a 

diferenciação nos subtipos (IIa, IIb e IIc) ocorre ao longo do desenvolvimento (MALTIN et 

al., 2001). Dessa forma, se um determinado estímulo ocorrer neste período pode induzir 

alteração tanto na massa muscular quanto na proporção de fibras musculares e 

consequentemente em parâmetros comportamentais que dependem diretamente destes dois 

sistemas (BARROS et al., 2006; TOSCANO, MANHAES-DE-CASTRO, et al., 2008). 

O tecido muscular é altamente plástico e pode sofrer alterações morfofuncionais 

induzidas pela desnutrição  (TOSCANO, MANHAES-DE-CASTRO, et al., 2008; 

LEANDRO et al., 2011). Toscano et al (2008) e Leandro et al (2011) demonstraram que 

desnutrição proteica utilizando 8% de caseína induziu diminuição na proporção de fibras tipo 

I e aumento na proporção de fibras tipo II. Um dos mecanismos propostos para as adaptações 

morfofuncionais no músculo esquelético é sua própria inervação que pode estar alterada com 

a desnutrição (FREITAS-SILVA et al., 2008; LEANDRO et al., 2011).  

O desenvolvimento do sistema nervoso inicia durante a embriogênese e permanece ao 

longo do crescimento do organismo (MORGANE et al., 1993). Durante a gestação as células 

neuronais migram para localizações distantes e inervam o órgão alvo (WANNER, GUERRA, 

et al, 2006). Os axônios motores em desenvolvimento se alongam até fazerem contato com a 

fibra muscular em desenvolvimento (WANNER, MAHONEY, et al., 2006). Quando uma 

fibra muscular e um axônio se encontram, as principais mudanças consistem na interrupção 

do crescimento e na preparação da terminação nervosa para a liberação final da molécula 

neurotransmissora (TZARFATI-MAJAR et al, 2001). Além disso, podem ocorrer algumas 

modificações de fibras musculares no sítio de ligação, de modo que o estímulo possa ser 

recebido e se traduza em um estímulo contrátil (DOHERTY e WALSH, 1991). De tal modo, 

se a desnutrição acontecer nesse período pode causar tanto alterações musculoesqueléticas 

quanto comprometimentos no sistema nervoso, ressaltando sua interdependência funcional 

(FUNAKOSHI et al, 1995). 

Diversos modelos de desnutrição perinatal podem causar danos no desenvolvimento do 

sistema nervoso e na atividade locomotora (MORGANE et al., 2002; BARROS et al et al., 

2006; WAINWRIGHT e COLOMBO, 2006). Desnutrição utilizando dieta básica regional 

(DBR, 7,87% de proteína, 69,84% de carboidratos e 0,8% de lípidos), durante a gestação e 

lactação causou diminuição na velocidade de condução do nervo ciático (DA-SILVA et al., 

1987). Filhotes de ratas alimentadas, durante gestação e lactação, com 50% do consumo 

alimentar de animais controle, apresentam menor diâmetro e mielinização do nervo ciático 
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(SEGURA et al., 2004). Desnutrição proteica (utilizando caseína 8%) durante a lactação 

levou a uma diminuição na excitabilidade reflexa em ratos aos 21, 40 e 60 dias de vida 

(FREITAS-SILVA et al., 2008). Em resposta a DBR, dieta neonatal multi-deficiente, 

observou-se um atraso no desenvolvimento do sistema nervoso e uma redução da distância 

percorrida no teste de atividade locomotora no qual os filhotes foram colocados em uma 

plataforma quadrada de madeira durante 1 minuto (BARROS et al., 2006). Gramsbergen e 

Westerga (1992) mostraram que ratos desnutridos com dieta restrita a 40% da ingestão 

alimentar normal, submetidos ao teste de atividade locomotora aos 30 dias de idade, 

colocados livremente em uma pista de acrílico alongada durante 15 minutos, apresentam 

menor velocidade e distância percorrida que os animais controle (GRAMSBERGEN e 

WESTERGA, 1992).  

Outro estímulo que pode induzir alterações morfofuncionais tanto no sistema nervoso 

central quanto no sistema nervoso periférico, a depender da intensidade, duração, frequência e 

tipo, é o exercício físico (GOLDSHMIT et al., 2008; ILHA et al., 2008). No sistema nervoso 

periférico, em animais submetidos à lesão no nervo ciático, corrida em esteira, durante 5 

semanas, 5 dias por semana, 20 a 60 min/dia, 30% a 55% da velocidade máxima, levou a 

recuperação na mielinização do nervo ciático (ILHA et al., 2008). Animais submetidos a 5 

semanas de treinamento físico, composto por corrida em esteira, 6-12 m/min, 5 dias/semana e 

que foram submetidos a hemisecção da coluna, apresentaram diminuição da atrofia muscular 

e aumento na concentração de marcadores sinápticos como sinaptofisina (GOLDSHMIT et 

al., 2008). 

Um dos mecanismos propostos para as alterações morfofuncionais no sistema 

neuromuscular, induzidas pelo exercício físico, é um aumento na liberação de fatores de 

crescimento tais como fator de crescimento similar à insulina (IGF-1), fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) e a neurotrofina-4 (NT-4) (THOENEN, 

1991). Estes fatores são importantes para o crescimento e diferenciação do motoneurônio e 

são aumentados no sistema nervoso após o exercício físico (ILHA et al., 2008). O IGF-1 e 

IGF-2 têm sido mostrados como estimuladores da regeneração do nervo ciático em ratos (PU 

et al., 1995). A concentração de IGF-1 no encéfalo foi aumentada após uma sessão de corrida 

em esteira durante 1 hora a 17 m/min (CARRO et al., 2000). Em um estudo com ratos, 

Neeper et al (1996) observaram que a atividade física (corrida voluntária em ciclo-ergômetro 

durante 7 dias) pode aumentar a concentração de RNAm para BDNF no hipocampo 

imediatamente após a atividade física (NEEPER et al., 1996). Em um estudo com humanos, 
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Seifert et al (2010) observaram que corrida em bicicleta 60min/dia a 65% do VO2max, 

aumenta a liberação de BDNF no encéfalo logo após a última sessão de treinamento.  

Outro tipo de treinamento físico que tem recebido bastante interesse é o treinamento de 

resistência (CAMPOS et al., 2002; KRAEMER et al., 2007; HOLM et al., 2008). 

Treinamento de resistência é um tipo de exercício caracterizado pela aplicação de uma 

sobrecarga progressiva ao corpo ou segmento corporal (KRAEMER et al., 2002; HOLM et 

al., 2008). Este tipo de exercício causa hipertrofia muscular e aumento da excitabilidade 

neural periférica, parâmetros que podem influenciar a locomoção do animal (AAGAARD et 

al., 2002; HORNBERGER e FARRAR, 2004). Duncan et al (1998) submeteram ratos a um 

período de 26 semanas de subida em escada (com um aumento gradual da sobrecarga presa na 

cauda) e observaram um aumento da força e aumento da massa dos músculos sóleo e extensor  

digital longo (EDL) (DUNCAN et al., 1998). Por sua vez, Hornberger e Farrar (2004), usando 

um protocolo de treinamento de resistência semelhante (subida em escada, 3 vezes por 

semana, com 50%, 75%, 90% e 100% da sobrecarga máxima), observou-se que apenas oito 

semanas de treinamento foi suficiente para aumentar a força e causar hipertrofia no músculo 

flexor longo do hálux (FHL).  

Além de estar relacionada com a área transversa do músculo, a força também tem 

correlação com o tipo de fibra muscular (FINER et al., 1994; TRAPPE et al., 2003). A 

produção de força é maior em fibras musculares tipo IIb e IIa que em fibras tipo I 

(BOTTINELLI et al., 1996). Fibras musculares tipo I (oxidativas) são mais resistentes para a 

produção de movimentos que exigem maior menor produção de força, mas com longa 

duração, que são necessárias para a manutenção do controle da postura (BOTTINELLI et al., 

1996; KERNELL, 2003). Fibras musculares tipo IIb (glicolíticas) e IIa (oxidativas-

glicolíticas) são recrutadas para a produção de movimentos rápidos e fortes necessários no 

treinamento de resistência (TRAPPE et al., 2003; GRIFFIN e CAFARELLI, 2005). O 

treinamento de resistência pode levar a adaptações no tipo de fibra muscular a depender da 

intensidade do estímulo (CAMPOS et al., 2002; HORNBERGER e FARRAR, 2004; 

LEANDRO et al., 2011). Em humanos, treinamento de resistência com 9 a 11 repetições com 

60% de 1RM, 3 vezes por semana durante 8 semanas, aumentou a proporção de fibras tipo IIa 

e diminuiu a proporção de fibras tipo IIb (CAMPOS et al., 2002)). Roy et al (1997) 

submeteram ratos a um protocolo de treinamento de resistência de levantamento de peso, 3 

sessões por semana, durante 8 semanas e não observaram alterações na proporção entre fibras 

tipo I e II no músculo adutor longo. Hornberger e Farrar (2004) analisaram a composição da 
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cadeia pesada de miosina (MHC) do músculo Flexor longo do hálux FHL de animais 

submetidos a um treinamento de resistência em escada por oito semanas e não observaram 

alterações na proporção dos tipos de fibras. Por outro lado, Lee et al (1999) utilizando o 

mesmo protocolo de treinamento e o mesmo músculo, observaram um aumento na proporção 

de MHCIIa (LEE et al., 1999). Embora os resultados sejam controversos, parece haver uma 

maior facilidade das fibras tipo IIa e IIb em alterarem seu fenótipo (LEE et al., 1999; 

CAMPOS et al., 2002). 

Desnutrição durante os períodos críticos do desenvolvimento pode levar a adaptações 

no sistema musculoesquelético e no sistema nervoso. Além disso, o desenvolvimento da 

atividade locomotora parece ser comprometido pela desnutrição. Acreditamos que problemas 

no desenvolvimento da atividade locomotora possui uma ligação com as alterações no 

desenvolvimento de estruturas musculares e neurais provocadas pela desnutrição. O 

treinamento físico é capaz de provocar algumas adaptações contrárias às provocadas pela 

desnutrição sobre o músculo esquelético. Entretanto, pouco se sabe a respeito dos efeitos do 

treinamento físico sobre a atividade locomotora em animais desnutridos. O treinamento de 

resistência, além de atenuar os efeitos da desnutrição sobre o sistema nervoso e muscular, 

pode também atenuar os efeitos da dieta hipoproteica sobre a atividade locomotora de ratos 

adultos.   
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3. OBJETIVOS  

 

3.1. Geral 

Validar um protocolo de treinamento de resistência e avaliar seus efeitos sobre a 

morfologia de fibras musculares, sobre a expressão gênica de fatores neurotróficos no sistema 

nervoso central em ratos normonutridos e sobre a atividade locomotora de ratos submetidos à 

desnutrição proteica perinatal. 

 

3.2. Específicos: 

• Validar um programa de treinamento de resistência diário; 

• Avaliar os efeitos do treinamento físico de resistência sobre a proporção de fibras 

musculares (tipo I, IIa e IIb) nos músculos sóleo e EDL em ratos normonutridos; 

• Avaliar os efeitos do treinamento físico de resistência sobre a expressão de BDNF e 

IGF no córtex motor, medula espinal e cerebelo em ratos normonutridos; 

• Em animais submetidos a uma dieta hipoproteica perinatal, avaliar os efeitos do 

treinamento físico de resistência sobre a atividade locomotora. 
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4. HIPÓTESES 

O treinamento físico de resistência diário aumenta a proporção de fibras musculares tipo II e 

subtipo IIa. Além disso, aumenta a expressão de genes para BDNF e IGF-1 no córtex motor, 

na medula espinal e no cerebelo. Em animais submetidos à desnutrição perinatal o 

treinamento de resistência melhora os padrões de atividade locomotora.  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade Federal de Pernambuco (Protocolo número: 23076.042017/2013-89) 

e seguiu as recomendações para o cuidado e uso de animais de laboratório (BAYNE, 1996). 

 

Animais experimento 1 

Foram utilizados 31 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novergicus 60 dias de 

idade, peso corporal 270 – 280 g). Os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas e receberam 

água e ração padrão (52% carboidrato, 21% proteína e 4% de lipídeo) ad libitum. Foram 

separados aletoriamente em dois grupos: não-treinado (NT, n=13) e treinado (T, n=18). Os 

animais treinados foram submetidos a um programa de treinamento de resistência como 

descrito adiante. O peso corporal foi registrado semanalmente durante todo o programa de 

treinamento. Quarenta e oito horas após a última sessão de treinamento, os ratos foram 

decaptados e os músculos sóleo e EDL foram removidos para análise. A medula espinal, 

córtex motor e cerebelo foram coletados para a análise da expressão de genes para BDNF e 

IGF-1. 

 

Animais experimento 2 

Foram utilizadas doze ratas albinas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, 12 semanas 

de idade). As fêmeas foram colocadas para acasalar (2 fêmeas para 1 macho) durante um 

período de 2 a 4 dias. Foi realizado um controle para que cada macho acasalasse no máximo 

com duas fêmeas. O dia em que os espermatozóides foram detectados em um esfregaço 

vaginal foi designado como o dia da concepção (ou dia 0 de gestação). Durante a gestação e 

lactação as mães foram divididas em dois grupos, um grupo recebeu dieta normoproteica com 

17% de caseína, enquanto outro grupo recebeu uma dieta hipoprotéica com 8% de caseína 

(REEVES et al., 1993). No dia pós-natal 1 as ninhadas foram reduzidas para oito filhotes por 

mãe. O desmame foi realizado aos 22 dias de idade. Apenas um filhote macho de cada 

ninhada foi utilizado para cada grupo experimental. Assim, cada ninhada normoproteica 

forneceu um filhote para o grupo controle (C, n = 6) e um filhote para o grupo treinado (T, n = 

6). Da mesma forma, cada ninhada hipoproteica forneceu um filhote para o grupo 

hipoproteico (LP, n = 6) e um para o hipoproteico-treinado (LP+T, n = 6). Os filhotes 

restantes foram utilizados para outros experimentos.  
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Aos 60 dias de vida, os ratos treinados (T e LP+T) foram submetidos a um programa de 

treinamento de resistência (5 dias por semana, durante 8 semanas) que consistiu em subidas 

em uma escada, com 70º de inclinação, carregando uma sobrecarga progressivamente 

aumentada presa em sua cauda. Os grupos controle (C e LP) permaneceram em suas gaiolas. 

Durante o programa de treinamento todos os animais foram manipulados diariamente para 

registro do peso corporal. Os ratos foram alojados em gaiolas coletivas (3 ratos por gaiola) e 

receberam água e ração padrão ad libitum. 

Todos os animais foram obtidos do biotério de criação do departamento de Nutrição da 

Universidade Federal de Pernambuco, e mantidos em condições padrões de biotério em uma 

sala com temperatura de 22 ± 1 °C e ciclo claro-escuro invertido (escuro de 06:00 as 18:00hs) 

 

Programa de treinamento de resistência diário 

O programa de treinamento foi baseado no princípio da sobrecarga e exigiu a 

realização bem sucedida de um número de séries e repetições com intervalo para descanso 

controlado. O aparelho para treinamento consistiu de uma escada, com 132 cm e 87 degraus 

de metal. A angulação do aparelho era ajustável, entretanto foi mantida em 70° entre a base da 

escada e o piso (Figura 1A). Os animais deveriam subir a escada com uma sobrecarga 

progressiva fixada nas suas caudas. O suporte para a fixação da sobrecarga na cauda do rato 

consistiu de uma fita semi-elástica com um gancho na ponta e um recipiente cilíndrico no qual 

as cargas, confeccionadas com chumbo de pesca, foram colocadas (Figura 1B).  

Antes do programa de treinamento físico de resistência, todos os animais foram 

adaptados ao aparato de treinamento durante cinco dias. O estímulo para subida foi um leve 

toque com os dedos na região dorsal dos animais. Durante a adaptação ao aparato de 

treinamento os ratos foram colocados em diferentes pontos a partir da base da escada. 

Quarenta e oito horas após o período de adaptação, todos os animais de ambos os 

grupos foram submetidos a um teste de sobrecarga máxima. No primeiro teste de sobrecarga 

máxima, os ratos subiram, inicialmente, com uma sobrecarga de 75% do seu peso corporal 

(HORNBERGER e FARRAR, 2004). Foi considerada uma “subida de sucesso” quando o 

animal realizou a subida em um período inferior a 40 segundos e não soltou a escada. Após 

cada subida, foram adicionados 30 gramas na sobrecarga até os animais não conseguirem 

realizar a tarefa. Essas unidades de 30 gramas foram consideradas unidades de sobrecarga. 

Após 3 falhas consecutivas, a última subida de sucesso foi registrada e considerada a 

sobrecarga máxima. Na determinação da sobrecarga máxima das semanas subsequentes, as 
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primeiras subidas foram realizadas com 80% e 100% da sobrecarga máxima e acrescidas 

unidades de 30 gramas até as falhas. Os intervalos entre as subidas em todos os testes foram 

de 120 segundos.  

De acordo com a sobrecarga máxima individual, os ratos do grupo treinado foram 

submetidos a um programa de treinamento de resistência, 7 a 10 subidas por dia, 5 dias por 

semana, durante 8 semanas com uma sobrecarga presa em sua cauda aumentada 

progressivamente. O comprimento da escada permitiu a realização de 10 a 16 movimentos 

alternados em cada subida. Cada sessão de treinamento iniciou com uma sobrecarga 

correspondente a 30%, 50% e subidas subsequentes a 80% da sobrecarga máxima individual 

(total de 10 subidas). O tempo de descanso entre as subidas foi mantido em 90 segundos. As 

sessões de treinamento e os testes de sobrecarga máxima foram realizados 2 horas depois do 

inicio do ciclo escuro.  

 

 

Figura 1. (A) Vista lateral do aparato de treinamento (uma escada com altura: 129 centímetros; largura: 20cm; 

comprimento: 132 centímetros; com 87 degraus e 1 cm entre os degraus) (B) Vista frontal do aparato de 

treinamento, pontos para colocar os ratos (caixa inferior transparente, ponto 1 a 44 centímetros da base, ponto 2 a 

88 cm da base, ponto 3, para 132 centímetros a partir da base e caixa superior escura). (C) O suporte para a 

fixação da sobrecarga que consistia em um recipiente onde as cargas foram colocadas e uma fita de fixação 

formada de fita semi-elástica com um gancho na extremidade. A fita de fixação foi cuidadosamente fixada na 

porção proximal da cauda com uma fita adesiva. As cargas foram confeccionadas com chumbo de pesca e 

possuiam pesos diferentes (D) Rato subindo a escada com uma sobrecarga fixa em sua cauda. 

 

 

A 

B 

C 
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Análise histoquímica muscular 

Os músculos sóleo e EDL foram dissecados e imersos em n-hexano (C6H14) a uma 

baixa temperatura e congelados em nitrogênio líquido. Secções transversais em série (10 µm) 

foram cortadas em um criostato (Jung Frigocut CM1100-Leica; Leica Microsystems Gmbh, 

Wetzlar, Germany) mantido a -20ºC e coradas para atividade da ATPase miofibrilar 

(PESTRONK et al., 1992). As secções foram colocadas em temperatura ambiente e incubadas 

durante 10 min em 400 mL de solução de pré-incubação (contendo 280 mL de 0.2 M de ácido 

acético e 120 mL de 0.2 M de acetato de sódio) em pH 4.3 ou 4.55. As secções foram então 

lavadas em água destilada e incubadas a 37°C em uma solução contendo ATP (pH 9.4) por 40 

min. Em seguida, as secções foram lavadas em água destilada, mergulhadas durante 5 minutos 

em cloreto de cobalto a 2% (CoCl2) e banhadas quatro vezes em água destilada. Para 

revelação foi usado sulfeto de amônio a 5%). As secções foram então desidratadas em 

soluções crescentes de etanol (70° a 100°) e imersas em solução de tolueno. Após a secagem 

foram montadas usando Entellan
®
 (Merck. Germany) (PESTRONK et al., 1992). 

As secções foram analisadas com um microscópio de luz (Olympus Optical U-

CMAD-2. Tokyo. Japan; objetiva de 10x) conectado a um computador (TV TUNER 

APPLICATION – TelSignal Company Limited, Taiwan). As imagens das secções do sóleo e 

EDL foram capturadas e armazenadas no computador para análises posteriores. As fibras 

musculares foram marcadas em relação aos três tipos principais de fibras (I, IIa e IIb) com 

base em diferenças na intensidade de coloração para ATPase após pré-incubação em meio 

ácido (pH 4.3 e 4.55) (BROOKE e KAISER, 1970). De acordo com as diferentes intensidades 

de coloração, a seguinte classificação foi usada para ambos ambos músculos: em pH 4.3, tipo 

I, mais escura e tipo II, mais clara e em pH 4.55, tipo I, mais escura; tipo IIa, mais clara e tipo 

IIb, cinza. A Histoquímica foi realizada utilizando análise de imagem computadorizada de 

software Mesurim PRO (desenvolvido por Jean-François Madre-Amiens, França). A 

composição do tipo de fibra muscular foi determinada por contagem de fibras de cerca de 

1500 em campos que foram distribuídos igualmente sobre a amostra. 

 

Análise da expressão de genes através de PCR - Real time 

O RNA total da medula espinal, córtex motor e cerebelo foi extraído com 1 ml de 

reagente Trizol (Invitrogen®, Carlsbad CA EUA) de acordo com as instruções do fabricante e 

a sua concentração foi determinada a partir da medida da absorbância a 260 nm. 
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A Síntese de cDNA foi realizada usando um kit QuantiTect® de transcrição reversa 

(Qiagen®, Hilden, Alemanha). Para eliminar o DNA genômico, a reação foi preparada com 2 

µl de tampão de gDNAWipeout, 7 ×; as amostras de RNA; e a quantidade de água isenta de 

RNase necessário para alcançar um volume final de 14 µl. A reação de transcrição reversa do 

QuantiTect® mix foi preparada usando 1 µl Quantiscript Transcriptase Reversa; 4 µl de 

tampão de RT Quantiscript, 5 ×; 1 ml RT Primer Mix; e 14 µL da reação de eliminação, que 

contém a amostra de RNA. Em seguida, uma alíquota de cada reação de transcrição reversa, a 

qual contém uma mistura de ADNc, foi armazenado a -20 °C.  

A reação de PCR foi feita usando o SYBR® Green PCR Master Mix (Qiagen®) Kit e 

analisado em tempo real, através de um sistema automatizado de detecção de sequência 

denominado Rotor-Gene® TM RG 3000 (Corbett Life Science, Australia) para determinar a 

expressão de mRNA das amostras. O volume total da reação foi o 25 μl e incluiu 12.5 μl do 

composto fluorescente SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen®), 2 μl de cDNA (utilizado 

como um molde para a reação), 2.5 μl dos primers sense e antisense e 5.5 μl de água livre de 

RNase. As reações foram incubadas a 95°C durante 5 minutos para ativar a enzima DNA 

polimerase, seguido por 40 ciclos de 5 segundos a 95°C para desnaturação e 10 segundos a 

60°C para extensão e coleta do sinal fluorescente. A sequência dos primers utilizados para a 

amplificação foram: β-actin - forward, 5’- ACT ATC GGC AAT GAG CGG TTC C - 3′ e 

reverse, 5′-CGT AAA GAC CTC TAT GCC AAC ACA G - 3′; BDNF – forward, 5′ - TTG 

CTG GTC TTG GGC TTC TGG - 3′ e reverse, 5′ - GGA ACC TAA CAG CAT TGA CCC 

AGA - 3′; IGF-1 - forward, 5′ - GCC GCT TCC TTC ACA GAA TCT AAT AAT C - 3′ e 

reverse, 5′ - CGA AAG CAA TAG CAA CTG GGT GG - 3′. Os primers foram sintetizados e 

purificados por IDT - Integrated DNA Technologies (EUA). Os níveis de expressão relativa 

de mRNA para BDNF e IGF-1 na medula espinal, do cerebelo e córtex motor foram 

calculados usando o Ct (limiar de ciclo) método comparativo (LIVAK E SCHMITTGEN, 

2001), com β-actina como um gene de normalização. 

 

Avaliação da atividade locomotora 

A atividade locomotora foi avaliada de acordo com o protocolo sugerido por Aragão et 

al (2011). Resumidamente, o aparelho de atividade locomotora consistiu de um campo aberto 

circular (∅ 1m) delimitado por paredes de 30 cm de altura. No topo foi colocada uma câmera 

infravermelha (2,35m de altura, VTV® CCTV SISTEM modelo NT-6638 C colorida, 0,1 

Lux, lente 3,6) para gravar imagens dos filhotes (ARAGAO et al., 2011). Os filhotes foram 
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colocados em campo aberto durante 2 minutos na primeira (valores pré) e oitava semana 

semana de treinamento (valores pós). Todos os animais foram expostos ao campo aberto na 4ª 

semana, sem quantificação de atividade, como critério de manutenção da habituação ao 

campo aberto. Os vídeos foram analisadas por um software de análise automática de vídeos de 

atividade locomotora (2.1 beta) desenvolvido em parceria com o Centro de Informática da 

Universidade Federal de Pernambuco (CIn-UFPE). Esta análise forneceu a distância 

percorrida (m), distância rotacional (m), a velocidade média (m/s), a velocidade máxima 

(m/s), a potência média (mW), tempo imóvel (s), o número de paradas e tempo em cada 

parada (s) (Tabela 1) (ARAGAO et al., 2011).  

 

Tabela 1. Descrição dos parâmetros de atividade locomotora que foram avaliadas no campo 

aberto. 

Parâmetros Descrição 

Distância Percorrida (m) Soma de todos os deslocamentos realizados pelo animal que 

foi capaz de deslocar o seu centro de massa ao longo do 

comprimento do seu raio 

Distância rotacional (m) Soma de todos os pequenos deslocamentos realizados pelo 

animal que não foi maior que o comprimento do seu raio. Esta 

análise foi incluída para levar em conta pequenos movimentos 

da cabeça e dos membros 

Velocidade média (m/s) Relação entre distância percorrida e tempo total do vídeo 

analisado. 

Velocidade máxima (m/s) Maior velocidade obtida durante o teste 

Potência Média (mW) A potência produzida durante o período de deslocamento. 

Tempo imóvel (s) O tempo total que o animal permaneceu em parado no campo 

aberto 

Número de paradas Número total de paradas feitas no campo 

Tempo em cada parada (s) Relação entre o tempo imóvel e o número total de paradas 

 

 

Análise estatística 

Os valores são expressos em média e erro padrão da média. Para comparação entre 

dois grupos foi utilizado o t-test student de medidas independentes. Para análise do peso 

corporal e da sobrecarga máxima ao longo das oito semanas de treinamento, foi utilizado o 

teste ANOVA two-way seguido do pós-teste de Bonferroni. Para comparação entre os grupos 

quanto ao percentual dos tipos de fibras, foi utilizado o teste ANOVA one-way seguido do 

teste de Tukey. O nível de significância foi mantido em 5% em todos os casos. Toda análise 

estatística foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5 para Windows (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, CA, USA). 
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6.1. RESULTADOS - ARTIGO 1 

 

Title: Daily resistance physical training alters the proportion of skeletal muscle fibers but not 

brain neurothropic factors in young rats. 

Running title: Neurotrophic factors and resistance physical training. 

 

Introduction 

Resistance physical training is characterized by the movement of body segments with 

application of an overload increased progressively along of a determined period of time with 

controlled intensity (Kraemer et al. 2007; Holm et al. 2008). During a program of resistance 

physical training, the adjustment of the intensity can be done in the number of repetitions 

(complete movement of an exercise including concentric and eccentric contractions of the 

skeletal muscle), velocity of execution (amount of repetitions in an interval of time), interval 

between the series (group of repetitions developed continuously without interruption) and in 

the maximum overload utilized (maximum amount of weight applied to the body segments) 

(Kraemer et al. 2007; Holm et al. 2008).  

Different programs of resistance physical training for rats have used distinctive 

protocols based on the number of sessions per week (3 – 4 times a week) with intervals of 48 

hours between the sessions (Hornberger and Farrar 2004; Lee et al. 2004b; Duncan et al. 

1998; Donatto et al. 2013). Previous studies utilized the model of climbing a vertical ladder 

during 8 weeks, with 48 hours interval between sessions and the maximum overload tests 

performed in each session (24 maximum overload tests during the program) (Hornberger and 

Farrar 2004; Lee et al. 2004b). These programs were based on human studies and it could be 

not enough effective to induce changes in strength and muscle fiber type in rats. In human, the 

control of these variables is well established but, in experimental models, it is still difficult to 

establish a suitable apparatus of training, sets of exercise and the time of rest between the 

exercise bouts. Thus, improved muscle strength and power are observed in response to 

resistance exercise using several distinct apparatuses and protocols of training. However, the 

effect of a protocol of resistance exercise based on the performance in a weekly maximum 

overload test and individually adjusted for each rats has not been evaluated in previous 

models. 

Resistance physical exercise is associated with gain in muscular strength, bone mineral 

density, anaerobic endurance, fatigue resistance (Duncan et al. 1998; Hornberger and Farrar 
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2004; Yarasheski et al. 1990). In the process of aging, resistance training programs are often 

used to combat the substantial declines in muscular strength, sarcopenia, motor coordination 

and disabilities by improving or maintaining functional capabilities (Barry and Carson 2004). 

In rats, exercise by ladder climbing activity is associated with muscle hypertrophy, changes in 

muscle fiber phenotype, and neuromuscular adaptations (Begue et al. 2013; Carroll et al. 

2001b; Hornberger and Farrar 2004). More recent literature has reported that resistance 

exercise may be a promising intervention for some chronic diseases (Donatto et al. 2013).  

Physical training can enhance brain function by improving neurogenesis, angiogenesis, 

synaptogenesis and increase in growth factors such as Brain Derived Nerve Factor (BDNF) 

and Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) (Llorens-Martin et al. 2008). BDNF is a member of 

the neurotrophin family, and it is largely expressed in the developing and adult mammalian 

brain and peripheral tissues, such as the muscle and adipose tissue (Huang et al. 2014). 

Animal and humans studies have verified that aerobic physical exercise increase the levels of 

BDNF mRNA and protein in the hippocampus and other brain regions (Huang et al. 2014; 

Knaepen et al. 2010). IGF-1 is peripherally produced by liver and muscle, but IGF-1 plays 

pleiotropic roles in the nervous system and has been shown to affect development/growth of 

the brain (Vardatsikos et al. 2009). For instance, resistance training (8 weeks of progressive 

resistance exercise in a vertical ladder apparatus) improved several aspects of cognition by 

improving the performance in a hippocampus-dependent memory task with a concomitant 

increase of IGF-1 level in the rat model (Cassilhas et al. 2012). Less is known about the 

effects of resistance physical training on the expression of IGF-1 and BDNF on motor cortex, 

spinal cord and cerebellum, brain structure related to movement control and coordination.  

The objective of the present study was to validate a model for resistance exercise for 

rats, capable to improve the performance during exercise sessions, induce typological 

adaptation in muscle fiber and changes in the expression of neurotrophic factors as BDNF and 

IGF-1. 

 

Methods 

The experimental protocol was approved by the Ethics Committee on Animal 

Experimentation of the Federal University of Pernambuco (Protocol number: 

23076.005155/2009-09) and followed the Guidelines for the Care and Use of Laboratory 

Animals (Bayne 1996). 
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Animals  

Male Wistar rats (Rattus novergicus 60 days old. 270 – 280 g) were obtained from the 

Department of Nutrition, Federal University of Pernambuco, Brazil. Rats were maintained at 

room temperature, 23 ± 1ºC and in a light–dark cycle (dark 6:00 a.m. - 6:00 p.m.). The 

animals were housed in a collective cage and received water and standard laboratory chow 

(52% carbohydrate. 21% protein. and 4% lipids) ad libitum. The animals were randomly 

assigned in two groups: non-trained (NT, n=13) and trained (T, n=18). Trained animals 

climbed a vertical ladder while carrying progressive overload (resistance training, 5 days 

per/week, during 8 weeks). Body weight was weekly recorded during the protocol of physical 

training. Forty-eight hours after the last session of training, rats were killed by decapitation 

and soleus and EDL muscles were removed and analyzed. Then, spinal cord, motor cortex and 

cerebellum were removed for BDNF and IGF-1 gene expression analysis. 

 

Program of daily resistance physical training  

The apparatus consisted of a vertical ladder (height = 129 cm; breadth = 20 cm; size = 

132 cm; 87 steps; 70o incline and 1 cm between the steps) [Figure 1]. Rats climbed up the 

ladder with progressive overweight secured to their tails. The support for fixing the overload 

consisted of a semi-elastic tape with a hook on the tip and a cylindrical container with 

different weight steel loads. The period of adaptation consisted of 5 days of exercise before 

the training protocol. From the first to the third day, rats climbed up 10 times the vertical 

ladder without overload. At the fourth day, rats climbed up the ladder with an empty container 

fixed in the tail. At the fifth day, rats climbed the ladder with an overload of 5% of their body 

mass. The interval between the sets of climb during adaptation period was fixed in 30 

seconds.  

Forty-eight hours after the period of adaptation, all animals of both groups were 

submitted to a maximum overload test and repeated in each week. At the first maximum 

overload test, rats had to climb up initially with an overload of 75% of their body weight 

according to previous study (Hornberger and Farrar 2004). It was considered a “success 

climb” when the animal climbed the entire length of the ladder taking a time shorter than 40 

seconds. After each climb, it was added 30 grams in the overload until the animal not to be 

able to perform the task (Donatto et al. 2013). These units of 30 grams were considered as 

units of overload. Failure was determined when the animal could not climb up the ladder after 

3 successive attempts. Then, the last success climb was recorded and considered the 
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maximum carrying capacity for that week of training (or maximum overload). For the 

subsequent weeks of training, the first climbs were performed with 80% to 100% of the 

maximum overload measured in the beginning of the program and added 30 grams in each 

climb as previously described. The intervals between the climbs during the tests were fixed in 

120 seconds.  

The program of daily resistance physical training consisted of 10 climbs per day, 5 

days/week, during 8 weeks with a progressive increasing of the overload. The length of the 

ladder allowed performing 10-16 alternated movements in each climb. Each session of 

training started with an overload corresponding to 30% (first climb), 50% (second climb) and 

80% (from third to tenth climb) of the individual maximum overload (measured in the week 

before). The time for rest between climbs during the program of training was fixed in 90 

seconds. The protocol of physical training is shown in Figure 2. 

 

 

Figure 1. (A) Lateral view of the apparatus of training (height: 129cm; breadth: 20cm; size: 

132cm; with 87 steps and 1 cm between the steps). (B) Frontal view of the apparatus of 

training, points for place the rats (transparent inferior box, point 1 to 44cm from the base, 

point 2 to 88 cm from the base, point 3 to 132cm from the and dark superior box). (C) The 

support to attach the overload and the different loads; (D) Rat climbing the ladder with an 

overload fixed in its tail. 

 

C 

B 

A 
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Figure 2. Description of daily resistance training program.  

 

Hystochemical analysis 

The soleus and EDL muscles were dissected and immersed in n-hexane (C6H14) at a 

low temperature and were frozen in liquid nitrogen. Serial cross sections (10 µm) were cut 

with a cryostat (Jung Frigocut CM1100-Leica; Leica Microsystems Gmbh, Wetzlar, 

Germany) maintained at -20°C and stained for myofibrillar ATPase (Pestronk et al. 1992). 

The sections were left at room temperature and were incubated for 10 min in 400 mL pre-

incubation solution (containing 280 mL of 0.2 M acetic acid and 120 mL of 0.2 M sodium 

acetate) in pH 4.3 or 4.55. The sections were then washed in distilled water and incubated at 

37°C in a solution containing ATP (pH 9.4) for 40 min. Next, sections were washed in 

distilled water, rinsed for 5 min in a 2% CoCl2 solution and rinsed four times in distilled 

water. For revelation, it was used 5% ammonium sulphate. The sections were then dehydrated 

in crescent ethanol baths (70° to 100°) and immersed in toluene solution. After drying, the 

sections were mounted using a New Entellan® (Merck. Germany) (Pestronk et al. 1992).  

The sections were analysed with a light microscope (Olympus Optical UCMAD-2. 

Tokyo. Japan; 10x objective lens) connected to a computer (TV TUNER APPLICATION – 

TelSignal Company Limited, Taiwan). The images of the histological cross-sections of the 

soleus and the EDL were captured for further analysis. Muscle fibres were labelled with 

respect to the three major types (I, IIa and IIb) of fibres on the basis of differences in the 

staining intensity for ATPase after acid preincubation (pH 4.3 and 4.55) (Brooke and Kaiser 

1970). According to the different staining intensities, the following classification was used for 

both muscles: at pH 4.3 (type I, darkest and type II, lightest); at pH 4.55 (type I, darkest; type 

IIa, lightest and type IIb, grey) (Brooke and Kaiser 1970). Histochemical analysis was 

performed using computerised image analysis from Mesurim PRO 3.2 software (developed by 
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Jean-François Madre-Amiens, France). The muscle fibre type composition was determined by 

counting approximately 1500 fibres in fields that were equally distributed over the sample. 

 

Real-time RT-PCR 

The total RNA of the spinal cord, motor cortex and cerebellum was extracted using 1 ml 

of Trizol (Invitrogen®, Carlsbad CA USA) reagent according to the manufacturer’s 

instructions, and its concentration was determined from the absorbance measure at 260 nm. 

cDNA synthesis was done using a QuantiTect® Reverse Transcription (Qiagen®, 

Hilden, Alemanha) kit. To eliminate genomic DNA, a reaction was prepared using 2 μl 

gDNAWipeout Buffer, 7×; RNA samples; and the amount of RNase-free water necessary to 

reach a final volume of 14 μl. The reverse transcription QuantiTect® reaction mix was 

prepared using 1 μl Quantiscript Reverse Transcriptase; 4 μl Quantiscript RT Buffer, 5×; 1 μl 

RT Primer Mix; and 14 μl of the elimination reaction, which contains the sample RNA. Then, 

an aliquot of each reverse transcription reaction, which contains a cDNA mix, was stored at -

20°. 

The PCR reaction was done using the SYBR® Green PCR Master Mix (Qiagen®) Kit 

and was analyzed in real time through an automated system of sequence detection called the 

Rotor-Gene® TM RG 3000 (Corbett Life Science, Australia) to determine the mRNA 

expression of the samples. The total volume of the reaction was 25 μl and included 12.5 μl of 

the fluorescent compound SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen®), 2 μl of cDNA (used as a 

mold to the reaction), 2.5 μl of the sense and antisense primers and 5.5 μl of RNase-free 

water. The reactions were incubated at 95 °C for 5 minutes to activate the DNA polymerase 

enzyme, followed by 40 cycles of 5 seconds at 95 °C for denaturation and 10 seconds at 60 

°C, extension and collection of the fluorescent signal. The sequence of primers used for 

amplification were as follows: β-actin - forward, 5’- ACT ATC GGC AAT GAG CGG TTC C - 

3′ and reverse, 5′-CGT AAA GAC CTC TAT GCC AAC ACA G - 3′; BDNF – forward, 5′ - 

TTG CTG GTC TTG GGC TTC TGG - 3′ and reverse, 5′ - GGA ACC TAA CAG CAT TGA 

CCC AGA - 3′;IGF-1 - forward, 5′ - GCC GCT TCC TTC ACA GAA TCT AAT AAT C - 3′ and 

reverse, 5′ - CGA AAG CAA TAG CAA CTG GGT GG - 3′. The primers were synthetized and 

purified by IDT – Integrated DNA Technologies (EUA). The relative expression levels of 

mRNA BDNF and IGF-1 in the spinal cord, cerebellum and motor cortex were calculated 

using the Ct (threshold cycle) comparative method (Livak and Schmittgen, 2001), with β-

actin as a normalizing gene. 
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Statistical analysis 

To analyze the body weight and maximum overload throughout 8 weeks, it was used 

ANOVA two-way test followed by Bonferroni test. To analyze the proportion of fiber type in 

skeletal muscle and the expression of mRNA in nervous system, it was used unpaired t-test 

student. The significance level was maintained in 5%. For statistical analyze, it was used 

GraphPad Prism 5 program for Windows (GraphPad Software ®. Inc., La Jolla, CA, USA). 

 

RESULTS 

After eight weeks of resistance physical training, both groups presented the same gain 

of body weight (NT initial = 280.1±45.3 and final = 355.5±41.0, T initial = 266.3±23.8 and 

final = 365.3±54.7, ≈33% initial vs final). For T animals, there was a progressive increase in 

the maximum force (determined by the maximum overload test) throughout the weeks of 

training, while NT animals remained in a constant maximum overload (Figure 3A). After the 

weeks of training, T animals showed a higher maximum overload than NT animals (NT: 

101.1±13.6; T: 232.1±14.3, p < 0.001) (Figure 3B). T animals presented a constant capacity to 

carry the units of overload (units of 30 grams) until the third week. There was a reduction of 1 

unit followed by a constant of three units of overload. NT animals presented a progressive 

decline throughout the weeks with stabilization in the last three weeks of training (Figure 3C). 

In soleus muscle, the daily resistance training did not alter the proportion of fiber type I 

(NT: 85.5± 2.7; T: 84.7± 2.2) and type II (NT: 14.5±2.7; T: 15.2± 2.1). Similarly, there was 

no difference in the percentage of fiber in the EDL muscle: fibers type I (NT: 3.4± 0.47; T: 

5.4± 0.82) and type II (NT: 96.6± 0.47; T: 94.6± 0.82). With preincubation at 4.55 pH, it was 

possible to evaluate the subtype of fibers (purely oxidative, type I; purely glycolytic, type IIb 

and oxidative-glycolytic type IIa) from soleus and EDL muscles. The resistance physical 

training did not alter the proportion of subtype of fibers in soleus muscle: type I (NT: 

84.9±2.06; T: 83.6± 2.68); type IIa (NT: 10.9±1.32; T: 13.4±2.53); type IIb (NT: 4.1±0.82; T: 

2.9±0.47) (Figure 4A). In EDL muscle, the resistance physical training increased the 

proportion of fibers type IIb (NT: 19.8± 2.14; T: 35.7±2.1) and decreased the proportions of 

fibers type IIa (NT: 77.5±2.4; T: 59.6±2.2) (Figure 4B).  

There were no differences in the gene expression of the BDNF in the spinal cord, 

cerebellum and motor cortex. For the gene expression of IGF-1, T animals presented a 

reduction in the cerebellum (NT: 1.025 ± 0.12; T: 0.57 ± 0.11) (Figure 5). 
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Figure 3. (A) Maximum overload, (B) percentage of the increase in maximum overload carried 

relative to the pre-training values in each groups, and (C) Units of overload (30 grams) carried by 

animals during the maximal overload test. Animals were submitted to an eight weeks of resistance 

physical training. Groups are: Trained (T, n = 18) and Non-trained (NT, n = 13). Data are presented as 

mean ± SEM. 
a
 p <0.05 compared to previous week in same group using ANOVA two-way. 

b
 

represents p<0.05 compared to group NT using ANOVA two-way. *p<0.05 vs group Non-trained 

using t-test for comparing of the groups.  
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Figure 4. Images of the transverse sections (4x objective) soleus (A) and EDL (B) pre-incubated at pH 

4.55. Red arrows indicate type I fibers, green arrows indicate type IIa fibers and white arrows indicate 

type IIb fibers. The charts indicate the proportion of muscle fiber type I, IIa and type IIb of animals 

submitted to a resistance training during 8 weeks (Trained: T, n = 6) or submitted only to test the 

maximum overload capacity (Non-trained: NT , n = 6). Measurements were performed 48 hours after 

the last training session. Data are presented as mean ± SEM. *p<0,05 compared to the Non-trained 

group using T-test of student for statistical analyses. 
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Figure 5. Relative expression of mRNA of BDNF in the spinal cord (A) motor cortex (B) and 

cerebellum (C) and relative expression of mRNA of IGF-1 in the spinal cord (D) motor cortex (E) e 

and cerebellum (F). Animals were submitted to a resistance training during 8 weeks (Trained: T, n = 

5) or submitted only to test the maximum overload capacity (Non-trained: NT , n = 5). Measurements 

were performed 48 hours after the last training session. Data are presented as mean ± SEM. The level 

of expression was obtained by real time PCR and the results normalized by non-trained group (2
-ΔΔCT 

where ΔΔCT = (CTB1-CTB2) - (CTA1-CTA2)). *p<0,05 compared to the non-trained group using T-test 

student for statistical analyses. 
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daily resistance training were enough to increase 238 ± 8.6% in maximum overload capacity. 

In addition, there were changes in glycolytic muscle typology and increased force and power 

output. Indeed, it has been shown that resistance exercise is associated with high gains in 

performance, muscle potency and force, and muscle fiber cross-sectional area (Duncan et al. 

1998; Hornberger and Farrar 2004; Philippe et al. 2015). However, molecular changes in the 

expression of BDNF and IGF-1 in the central structures related to the movement (spinal cord, 

cerebellum and motor cortex) were not pronounced except for the reduced expression of IGF-

1 in the cerebellum of trained rats.  

Animal models allow the evaluation of training effects according to loads and intensities 

of effort with high accuracy, especially in the context of resistance exercise on a climbing 

ladder (Philippe et al. 2015). Likewise, it is possible a more precise physiological evaluation 

and biological information related to adaptive processes during physical training (Leandro et 

al 2007). In the present study, resistance exercises were performed between 70% and 80% of 

the maximum load weekly adjusted according to the maximal overload test performed at the 

day before the week of training. Trained animals maintained the capacity to carry the units of 

overload (units of 30 grams) between three or four units throughout the weeks of training. The 

reduction in the units of overload can be related to the increased synchronization in the firing 

of motor units, which is likely to decrease the ability to steadily produce force (Yao et al. 

2000).  

Skeletal muscle has intrinsic ability to adapt to different types of effort by changing its 

mass and fibers type (Campos et al. 2002). In the present study, it was observed increases in 

the performance (gain of muscle strength) and in fiber type IIb in glycolytic muscle (EDL) but 

not in soleus muscle. Aligned with our finding, there was an increase in the percentage of type 

IIb fibers but no changes in type I fibers in the deep region of the rectus femoris of young rats 

trained to lift progressively heavier weights in a ladder (20 times/day, 5 days/week during 8 

weeks) (Yarasheski et al. 1990). On the other hand, a previous study analyzed the 

composition of myosin heavy chain (MHC) in muscle flexor hallux longus (FHL, 

predominantly glycolytic) of rats submitted to resistance training in ladder (3 sessions per 

week, during 8 weeks with 50, 75, 90 and 100% of maximum overload), and observed an 

increase in the proportion of MHCIIa (Lee et al. 2004a). A hypertrophy of 48% of fiber IIx in 

flexor digitorum profundus (FDP) muscle was seen in rats submitted to a protocol of 

resistance physical training (climb 1 meter while carrying 150% of their body mass during 4 

weeks) (Begue et al. 2013). The apparent divergence in these findings is indicative of the 
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varied existence of protocols for resistance training (interval between exercise bouts, high of 

the stairway and percentage of maximum overload). However, the development of a protocol 

of resistance exercise that increase the type IIb muscle fibers is important for special 

population that present poor muscle strength and reduced balancing ability related to muscle 

atrophy, undernutrition, aging, insulin resistance, and cancer-induced cachexia. A recent study 

showed that resistance exercise training (rats climbed a vertical ladder with an extra load 

attached to the tail, representing 75-90% of total body mass, 3 times per week, for 8 weeks) 

prevented the symptoms of cancer cachexia such as anorexia, sarcopenia, and chronic 

systemic inflammation (Donatto et al. 2013). This kind of intervention can be considered as a 

non-pharmacological therapy in the management of this syndrome.  

Resistance training can alter the manner in which trained muscles are recruited by the 

central nervous system such that a greater degree of muscle activation is generated by the 

same amount of cortical input (Carroll et al. 2001a). In the present study using Real-time 

quantitative PCR technique, there were no changes in the expression of BDNF and IGF-1 

genes in the spinal cord and motor cortex. It can be suggested that there is an adaptive 

mechanism induced by resistance training that minimize cortical input necessary to elicit a 

given level of force. In addition, this adaptation can also produce an increase in the 

coordinated movements by reducing the level of central drive and the functional interference 

provided by the motor cortex and spinal cord (Carroll et al. 2001a; Carroll et al. 2002). In 

addition, the increased levels of gain of muscular strength can be associated with a decrease in 

activation of some central areas of the nervous system related to the movement (Carroll et al. 

2001a). On the other hand, our findings showed a reduction in the expression IGF-1 in the 

cerebellum. Indeed, only small amounts of IGF-1 mRNA have been detected in the adult 

cerebral cortex and in the striatum (Rotwein et al. 1988), and the main origin of IGF-1 in the 

brain is peripheral (liver and skeletal muscle) (Rotwein et al. 1988). Approximately 95% of 

the IGF-I that acts on the brain is derived from the liver (Carro et al. 2000). Physical exercise 

is known to increase brain uptake of IGF-1, at least by increasing the level of megalin, a 

transporter involved in IGF-1 transport into the brain (Carro et al. 2000). It is possible that the 

high level of plasmatic concentration of IGF-1 induced by resistance physical training 

(Cotman et al. 2007) derived from periphery induced a negative feedback consequently 

reduced the production of IGF-1 by the cerebellum. 

 

CONCLUSION  
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In the present study, a protocol of daily resistance physical training was developed to 

improve the performance and muscle strength of male young Wistar rats. The protocol of 

resistance exercise was based on the performance in a weekly maximum overload test. Our 

data showed that only 8 weeks of daily resistance training were enough to increase maximum 

overload capacity, force, power output and the proportion of glycolytic muscle fiber. 

However, there were no changes in the expression of BDNF and IGF-1 genes in the spinal 

cord and motor cortex. A peripheral adaptive mechanism can produce an increase in the 

coordinated movements and reduce the level of central drive for the functional interference 

provided by the motor cortex and spinal cord. Also, it is possible that the resistance physical 

training increases the peripheral production of IGF-1 and consequently reduced the 

production of IGF-1 by the cerebellum. 
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6.2. RESULTADOS - ARTIGO 2 

 

Title: Effects of daily resistance training on the locomotor activity in young rats submitted to 

a perinatal low-protein diet. 

Short-title: Resistance training and locomotor activity in undernourished rats 

Introduction 

Locomotor activity (LA) is a set of movements that allows an individual to transport 

through space from one place to another. LA is an important component of exploration and 

spontaneous activities involved in numerous behavioral and physiological functions 
1
. 

Fundamental locomotor skills are built during infancy and childhood and are essential for 

nervous and muscular integration for later dynamic base of movements 
2
. LA and exploration 

are mediated by neurotransmitters that can be affected by environmental conditions (food and 

water availability, drugs, threat, light, temperature, noise, novelty, etc) and internal factors 

(hormones, circadian rhythm, age, gender, strain, etc) 
1, 2

. Alterations of LA and exploration 

are also associated with some behavioral process, such as learning, memory, reward, anxiety 

and others 
2
. In rodents, basal LA is generally assessed in a specific activity arena (open field) 

for short or intermittent periods 
3
.  

Perinatal undernutrition can cause damage on the developing of the phases of 

locomotor activity 
4, 5

. For example, in response to a neonatal multi-deficient diet (7.87% 

protein, 69.84% carbohydrate and 0.8% of lipids), it was observed a delay in the development 

of the nervous system and a reduction in the distance traveled in the locomotor activity test in 

rats (pups placed on square wood platform during 1 minute) 
5
. Gramsbergen and Westerga 

(1992) showed that undernourished rats (40% restricted of control food intake) submitted to 

LA test (at 30 days old, placed freely on elongated perspex runway during 15 minutes) 

presented lower distance traveled and velocity than their control pairs 
6
. The term 

“developmental plasticity” is used to explain that during early ontogeny, the developing 

organism passes throughout ‘critical windows’ of sensitivity or plasticity, during which 

environmental factors generate phenotypic plasticity or phenotype adjustments 
7, 8

. Phenotypic 

plasticity can include adaptive plasticity in the morphology, physiology and behavior of all 

life form 
9
. 
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In the context of developmental plasticity, the effects of physical training have been 

studied extensively 
10-13

. However, most of studies have used protocols of aerobic physical 

training and less is known about resistance physical exercise. Resistance exercise is a type of 

exercise characterized by applying a progressive overload on the body 
14, 15

. This type of 

exercise causes muscle hypertrophy and increased peripheral neural excitability, parameters 

that can influence the locomotion of the animal 
15, 16

. Duncan et al (1998) subjected rats to 26 

weeks of climb in ladder (with a gradual increase of overload attached in the tail) and 

observed an increment in the overload with a increase in the mass of the soleus and extensor 

digital longus (EDL) muscles 
17

. Using a similar resistance training protocol (climbing ladder, 

3 times per week with 50%, 75%, 90% and 100% of the maximum overload), it was observed 

that eight weeks of training was enough to increase strength and cause hypertrophy in the 

flexor hallux longus (FHL) muscle 
15

.  

Peri- and preconceptional periods have been considered to be critical for producing 

long-term effects on nervous and muscular development. It may predispose offspring to 

phenotypic changes in terms of locomotor activity. However, skeletal muscle is highly plastic, 

adapting to environmental challenges by regulating the composition of slow- and fast-twitch 

myofibers 
18

. Interventions including endurance exercise can induce the trans-differentiation 

of myofibers and potentially recovery the effects of maternal malnutrition 
18

. Thus, in the 

present study, we submit rats to a low protein diet during gestation and lactation. Then, rats 

were submitted to a daily resistance physical training in order to test the hypothesis that 

physical exercise is a well-known inducer of positive organic adaptations and able to revert 

the long-last effects of a perinatal low protein diet on the patterns of locomotor activity of the 

young offspring. 

Materials and Methods 

The experimental protocol was approved by the Ethics Committee of Animal 

Experimentation of the Federal University of Pernambuco (Protocol number: 

23076.042017/2013-89) and followed the Guidelines for the Care and Use of Laboratory 

Animals 
19

. 

Animals  

Twelve virgin female albino Wistar rats (Rattus norvegicus, 12-wk-old) were obtained 

from the Department of Nutrition, Federal University of Pernambuco, Brazil and were 
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maintained at a room temperature of 22 ± 1 °C with a controlled light–dark cycle (dark 06.00 

am–6.00 pm). Females were placed into a standard cage and mated (2 female for 1 male) for a 

period of 2–4 days. The day on which spermatozoa were present in a vaginal smear was 

designated as the day of conception, day 0 of pregnancy. During pregnancy and lactation the 

mothers were divided in two groups, one group received normal protein diet with 17% of 

casein while other group received a low protein diet with 8% of casein 
20

. On postnatal day 1, 

litters were reduced to 8 pups per mother. Weaning was done at 22 days old. Only one male 

pup from each litter was used for each experimental group. Thus, each normal-protein litter 

provided one pup for control group (C, n = 6) and trained group (T, n = 6). Each litter low-

protein provided one pup for low-protein group (LP, n = 6) and low-protein-trained (LP+T, n 

= 6). The remaining rats were used in other experiments.  

 

Protocol of daily resistance training 

At 60 days of life, the trained rats (T and LP+T) were submitted to a program of daily 

resistance physical training as previously described (Santos et al, 2015; under review). Brief, 

the training consisted of 10 climbs per day, 5 days/week, during 8 weeks with a progressive 

increasing of the overload. The length of the ladder allowed performing 10-16 alternated 

movements in each climb. Each session of training started with an overload corresponding to 

30% (first climb), 50% (second climb) and 80% (from third to tenth climb) of the individual 

maximum overload (measured in the week before). The time for the rest between climbs 

during the program of training was fixed in 90 seconds. The control groups (C and LP) 

remained in their cages. During the program of training, all animals were daily handled for 

measurements of body weight. Rats were housed in a collective cage (3 rats per cage) and 

received water and standard laboratory chow (52% carbohydrate, 21% protein, and 4% lipids) 

ad libitum. 

 

Assessment of locomotor activity 

Locomotor activity was evaluated according to the protocol suggested by Aragão et al 

(2011). Briefly, the apparatus included consisted of a circular open field (∅ 1m) bounded by 

walls 30 cm high. In the top (placed to 2,35 m height) there was an infrared camera (VTV® 

CCTV SISTEM model NT-6638 C color, 0,1 Lux, lente 3,6) to record images from pups 
21

. 

Pups were placed in the open field for 2 minutes the first (pre values) and eighth week (post 

values). All animals were exposed to the open field in the 4
th
 week, without quantification of 
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activity, just as criteria of maintenance habituation. Images were recorded and analyzed by the 

software for automatic analyze of locomotor activity (2.1 beta). This analyze provided the 

distance traveled (m), rotational distance (m), average speed (m/s), maximum speed (m/s), 

average potency (mW), time immobile(s), number of stops and time in each stop (s) (Table 1) 

21
.  

 

Table 1. Description of the parameters of locomotor activity that were evaluated in the open 

field. 

Parameters Description 

Distance traveled (m) Sum of all displacements performed by the animal in the length of 
its radius. 

Rotational displacement (m) Sum of all small displacements performed by the animal out of the 

length of its radius. This analysis included the small movements 
from the rat head and limbs 

Average speed (m/s) Ratio of total displacement and the time that the animal remained in 

movement. 

Maximum Speed (m/s) High speed obtained during the test 
Average potency (mW) Potency produced during the period of displacement. 

Time immobile (s) Total time that the animal remained standing in the open field 

Number of stops Total number of stops in the field 
Time in each stop (s) Ratio of the time immobile and the total number of stops 

 

Statistical analysis 

The values are presented as mean and standard error means (S.E.M.). ANOVA two-

way test followed of the Bonferroni test were used for intra-group comparisons. To analyze 

the post vs pre training values was used paired T-test. The significance level was maintained 

in 5%. For statistical analyze was used GraphPad Prism 5 program for Windows (GraphPad 

Software 
®
, Inc., La Jolla, CA, USA). 

 

RESULTS 

Pups born from mothers submitted to a low protein diet presented a lower birth weight 

than pups from control dams (LP = 5.3±0.5, C = 6.5±0.8, p<0.05, data not shown). During the 

period of physical training, LP + T pups presented lower body weight than all other groups 

from 4
th

 week until the end of experiments (Fig. 1A). Body weight gain was not different 

among groups (Fig. 1B). 
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Figure 1. Body weight (A) and body weight gain (B) of pups submitted to a resistance physical 

training (8 weeks, 5 d/week). Pups were from mother’s submitted either a control diet (C) or a low-

protein diet during gestation and lactation (LP). Groups (n = 6 in each group) were: Control (C), Low-

Protein (LP), Trained (T) and Low-Protein + trained (LP + T). Values express in Mean ± EPM 
b 

p 

<0.05 LP + T vs LP, using ANOVA two-way. 

 

In response to resistance physical training, from the 6
th

 week on, LP+T pups had a 

lower maximum overload capacity when compared to T animals. However, maximum 

overload relative to body weight was similar among groups (Fig. 2A and 2B). 
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Figure 2. Maximum overload capacity (A) and relative maximum overload capacity of pups submitted 

to a resistance physical training (8 weeks, 5 d/week). Pups were from mother’s submitted either a 

control diet (C) or a low-protein diet during gestation and lactation (LP). Groups (n = 6 in each group) 

were: Trained (T) and Low-Protein + trained (LP + T). Values express in Mean ± EPM. 
* 
p <0.05 LP + 

T vs T, using ANOVA two-way. 
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. 

After the program of training, T pups had a lower serum glucose concentration than C 

pups. There were no differences in the biochemistry analyses and in the relative weight of 

organs in response to resistance physical training (Table 2). 

 

 

Locomotor activity  

Some parameters of locomotor activity were evaluated pre and post the period of 

physical training (Figure 3). The Control rats showed a standard evolution of locomotor 

activity represented by a decrease in distance traveled and the number of stops and an increase 

in the time of immobility and the time in each stop (Figure 3). LP pups showed no differences 

in values post-training when compared to pre-values in terms of distance traveled, number of 

stops, time of immobility and time in each stop. However, T and LP + T pups had the same 

standard evolution from the Control pups.  

Table 2. Serum biochemistry and relative weights of organs of pups submitted to a resistance 

physical training (8 weeks, 5 d/week). Pups were from mother’s submitted either a control 

diet (C) or a low-protein diet during gestation and lactation (LP). Groups (n = 6 in each 
group). Values express in Mean ± EPM 

  Control Low protein Trained Trained+LP 

Serum Biochemistry    

 Cholesterol (mg/dL) 69.26±11.03 64.06±10.84 66.83±9.17 63.35±10.77 

 Triglycerides (mg/dL) 89.39±45.84 85.35±42.04 123.54±36.1 125.76±33.74 

 Glucose (mg/dL) 114.33±14.5 115.35±14.71 85.7±13.21* 106.8±11.6 

      
Weights of Organs relative to 

body weight 

    

 Cerebellum (g) 0.07±0.01 0.08±0.01 0.08±0.0 0.09±0.02 

 Heart (g) 0.48±0.04 0.45±0.02 0.49±0.04 0.49±0.04 
 Right Kidney (g) 0.41±0.03 0.39±0.03 0.39±0.03 0.37±0.02 

 Right Testicle (g) 0.44±0.04 0.45±0.04 0.47±0.02 0.5±0.09 

*p <0.05 vs. C group using ANOVA two-way. 
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Figure 3. Parameters of locomotor activity evaluated pre and post resistance training program. At 60 

days of life, half of pups from mothers submitted to either a control diet (C) or a low-protein diet 

during gestation and lactation (LP) were submitted to a resistance physical training (8 weeks, 5 

d/week). Groups (n = 6 in each group) were: Control (C), Low-protein (LP), Trained (T) and Low-

Protein + trained (LP + T). Values express in Mean ± EPM.*p <0.05 vs. Pre-training values using 

Paired T-test. 

 

Regarding to the other parameters of locomotor activity, LP pups showed an increase 

in average speed at post-training similar as seen in the control pups, while in pups submitted 

to physical training (T and LP+T), the average speed remained as the same the pre-training 

valuess (Figure 4A). There was no change in the post-training maximum speed in all groups 

compared to pre-training (Figure 4B). Only T pups showed a decrease in the average potency 

following the resistance-training program (Figure 4C). 
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Figure 4. Pre and Pos mean values of parameters of average speed, maximum speed and average 

potency of pups submitted to a resistance physical training (8 weeks, 5 d/week). Pups were from 

mother’s submitted either a control diet (C) or a low-protein diet during gestation and lactation (LP). 

Groups (n = 6 in each group) were: Trained (T) and Low-Protein + trained (LP + T). Values express in 

Mean ± EPM.*p <0.05 vs. previous values using Paired T-test. 

 

In comparison among groups after physical training, T pups showed a reduced average 

potency, number of stops and high time in each stop when compared to control pups. For LP 

+ T pups, there were no differences in all variables when compared to control and LP pups, 

except for a reduction in the distance traveled when compared to LP pups (Table 3). 

 

Table 3. Parameters of locomotor activity of pups submitted to a resistance physical 

training (8 weeks, 5 d/week). Pups were from mother’s submitted either a control diet (C) 

or a low-protein diet during gestation and lactation (LP). Groups (n = 6 in each group). 

Values express in Mean ± EPM 

  Control Low protein Trained Low protein + Trained 

Distance traveled (m) 9,3±3,4 12,5±2,7 5,6±1,4 8,4±2,8
 b
 

Rotational distance (m) 5,8±0,5 5,2±1,8 4,3±0,5 5,1±0,7 

Average speed (m/s) 0,4±0,01 0,4±0,04 0,3±0,03 0,3±0,05 

Maximum Speed (m/s) 0,7±0,1 0,6±0,1 0,6±0,1 0,6±0,2 

Average potency (mW) 3,6±1,7 3,6±1,9 1,5±0,5
a
 2,4±1,6 

Time immobile(s) 92,2±9,4 91,8±12,9 101,2±5,3 93,8±7,3 

Number of stops 55,3±7,6 54,2±20,0 35,7±8,0
a
 55,0±10,0 

Time in each stop (s) 1,7±0,4 1,4±0,1 3,0±0,8
a
 1,8±0,6 

a
 p<0,05 vs C group and 

b
 p<0,05 vs LP group using two way ANOVA. 

 

Discussion 

The capacity to generate force is determined by muscular mass, fibers proportion and 

ability to recruit fibers 
22

. It is well known that rats submitted to low protein diet during 

lactation present a reduction in the muscular mass even when analyzed proportionally to total 
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body weight 
23, 24

. In addition, animals submitted to a low-protein diet (casein 8%) during 

gestation and lactation showed an increase in the proportion of fast fibers (IIa in slow muscles 

and IIb in fast muscles) 
25

. In previous studies, when the tension was analyzed in isolated 

muscle, it was observed that low-protein animals (casein 8% during lactation) presented a 

higher force per muscle mass than control due to the enhanced proportion of type IIa and IIb 

fibers 
23

. All these effects can be attenuated by regular physical exercise as seen in previous 

studies 
12, 26

. In the present study, daily resistance physical training can induce benefits in the 

skeletal muscle. Low-protein trained pups presented the same response for the maximum 

overload capacity relative to their body weight. Thus, daily resistance physical training is an 

important tool in order to recovery the long-terms effects of a perinatal low protein diet on the 

morphology and physiology of skeletal muscle. 

In the present study, we did not observe changes in the weight of heart, kidney and 

testes in the adult pups. Indeed, some organs are preserved from the effects of maternal low-

protein diet, as seen in previous study 
27

. However, there was a reduction in the fasting plasma 

glucose in trained rats 
28

. Aligned with our data, previous studies have shown that the 

resistance training (4 sets of 8 jumps, 50 to 80% of body weight 30 seconds of intervals, 

during 10 weeks) reduces blood glucose (180.0±21.9 mg/dL to 151.7±19.6 mg/dL) in rats 
29

. 

The underlying mechanism can be related to the ability to increase the expression of muscle 

glucose transporter (GLUT4) and improve insulin sensitivity 
30

. Holten et al. (2004), showed 

an improvement in insulin action due to the increase of GLUT-4 expression, insulin receptor, 

protein kinase B and enzyme glycogen synthase after six weeks of resistance training 
31

.  

We evaluated the animals in an open field before (pre values) and after 8 weeks of a 

resistance training program (post values). As expected, control animals showed a reduction in 

the distance traveled and number of stops and an increase in time of immobility throughout 

the experiment. This response represents the reduction of the exploratory behavior age-related 

21, 32
. On the other hand, LP animals did not present this pattern of locomotion. It was already 

showed that low-protein diet during lactation affected the locomotor activity 
5
. At the present 

study, perinatal low protein diet buffered the influence of age in locomotor activity. 

Interestingly, the resistance training program allowed the animals to evolve the normal pattern 

of locomotion, regardless maternal diet.  

Potency is produced during displacement and refers to the amount of energy dissipated 

over time 
21

. The mathematical expression includes the product of mass and square of velocity 
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per time 
21

. Comparing the results among groups after the eight weeks of resistance training 

program, trained animals showed reduced average potency and number of stops and an 

increase in the time in each stops. Trained animals showed a tendency to low body mass and 

average speed and this sum of tendencies can cause a significance results on the potency. 

Furthermore, some morphological features such as the proportion of type IIb muscle fibers, 

can also influence locomotor activity 
23

. Thus, the shortest distance traveled can be associated 

to the high proportion of this type of muscle fiber in undernourished animals 
12

. However, the 

locomotion test conducted in this study was a voluntary (without reinforcement) that suggests 

recruitment of other muscle fibers types (ex. type I and IIa fibers) 
33

.  

Conclusion 

Eighth weeks of daily resistance training were enough to increase muscle force even in 

animals subjected to a perinatal hypoproteic diet. This nutritional manipulation can cause 

changes on locomotor activity. However, resistance training attenuates the effects of 

hypoproteic diet on locomotor activity. We believe that this response is related to 

biomechanical adaptations in the skeletal muscle.  
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No presente estudo, um programa de treinamento de resistência diário foi 

desenvolvido para melhorar o desempenho e a força em ratos machos. O programa de 

treinamento de resistência foi baseado no desempenho em um teste de sobrecarga máxima 

semanal e realizado individualmente. Nossos dados mostraram que apenas 8 semanas de 

treinamento de resistência diário foram suficientes para aumentar a capacidade de sobrecarga 

máxima, a força e a proporção de fibra muscular glicolítica. No entanto, não houve alteração 

na expressão de genes de BDNF e de IGF-1 na medula espinal e do motor córtex. Um 

mecanismo adaptativo periférico pode produzir uma melhora nos movimentos coordenados e 

reduzir a influência central ou a interferência funcional fornecido pelo córtex motor e a 

medula espinal. Além disso, é possível que o treinamento de resistência aumente a produção 

de IGF-1 periférico e, consequentemente, provoque uma a produção reduzida de IGF-1 pelo 

cerebelo. 

Oito semanas de treinamento de resistência diário foram suficientes para aumentar a 

força muscular, mesmo nos animais submetidos a uma dieta hipoprotéica perinatal. Esta 

manipulação nutricional pode causar mudanças na atividade locomotora. No entanto, o 

treinamento de resistência atenua os efeitos da dieta hipoprotéica sobre a atividade 

locomotora. Acreditamos que essa resposta está relacionada com adaptações biomecânicas no 

músculo esquelético. 
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Anexo A - Parecer do comitê de ética 
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Anexo B - Comprovante de submissão do artigo 1 
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