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RESUMO

O dlicogénio desempenha uma importante funcdo no metabolismo muscular. O
treinamento de endurance com reservas reduzidas de glicogénio muscular pode
maximizar a adaptagdo do metabolismo oxidativo e consequentemente melhorar o
desempenho a longo prazo. Entretanto, apesar de nunca ter sido testado, parte
dessa melhora poderia ser atribuida a estratégia para reducdo do glicogénio
muscular, ao invés do menor conteudo de glicogénio muscular per se. No presente
estudo, foi avaliado se trés semanas de dois tipos diferentes de estratégias de
treinamento com baixo glicogénio muscular promovem diferentes adaptagdes
moleculares, funcionais e morfolégicas ligadas a biogénese mitocondrial. Para tal,
quinze homens saudaveis foram divididos em dois grupos para treinar duas vezes
ao dia (N=8) ou diariamente (N=7). O treino consistiu de exercicio de endurance
(deplegao de glicogénio muscular) seguido por exercicio intervalado com repouso
entre os exercicios de 2 e 14h para duas vezes ao dia e diariamente,
respectivamente. Para ambos os grupos foi mantida a mesma ingestado diaria de
carboidrato e total caldrico, assim como o mesmo volume total de treino. Biopsias
musculares, antropometria e teste de desempenho foram realizados pré e pos-
treinamento. Apds trés semanas, os niveis musculares de PGC-1a, complexos |-V,
atividade da citrato sintase, conteudo mitocondrial e lipidico intramusculares se
mantiveram estaveis em ambos os grupos (p>0,05). Por outro lado, houve
incremento na fungdo mitocondrial apenas no grupo duas vezes ao dia com redugao
no estado 4 da respiragdo (pré: 4,5 + 0,8 nmolOy;mL'min' e pds 2,6 + 0,9
nmolO2>mL-"min"'), sem alteragdo no grupo diariamente (pré: 3,4 + 1,3 nmolOymL"
min'e pds: 3,9 = 1,0 nmolOzmL"min") (interagdo grupo x treino, p<0,05). Além
disso, houve reducdo da massa corporal, gordura corporal, aumento do VO2max e
poténcia maxima do teste incremental na mesma magnitude para os dois grupos
(p<0,05). Por fim, houve redugédo na produgao de lactato, custo de O- e percepgao
subjetiva do esforgo (PSE) para os dois grupos, mas com maior redugdo da PSE
para o grupo duas vezes ao dia (interacdo grupo x tempo x treino, p<0,05) no teste
de carga constante pos-treino. Este estudo demonstrou que trés semanas de
treinamento com baixo glicogénio muscular resultou em adaptagdes ao treino

semelhantes para os parametros antropométricos, parametros cardiorrespiratorios e



desempenho. Contudo, vale destacar que houve maior efeito na reducdo da PSE

além de melhor eficiéncia mitocondrial no grupo duas vezes ao dia.

Palavras-chave: Exercicio. Microscopia eletrénica de transmissdo. Mitocondria.

Glicogénio. Carboidrato. Desempenho atlético. Teste de esforgo.



ABSTRACT

Glycogen plays an important role in muscle metabolism. Endurance training by which
reduced muscle glycogen reserves can maximize the adaptation of oxidative
metabolism and improve performance. However, some of this improvement could be
related to the strategy to reduce muscle glycogen, rather than muscle glycogen per
se. Herein, it was evaluated whether three weeks of two different types of training
strategies with low muscle glycogen promotes different molecular, functional and
structural adaptations associated to mitochondrial biogenesis. Fifteen healthy men
were divided into two groups, one group training twice a day (N=8) or another group
to training daily (N=7), the training consisted of endurance exercise (muscle glycogen
depletion) followed by exercise interval training, the rest between exercises were 2
and 14 h for twice a day and daily respectively. The same daily intake of
carbohydrate and total caloric intake, as well as the same total volume of training
was maintained between both groups. Muscle biopsies, anthropometry and
performance testing were performed before and after training. Three weeks of
exercise training remained stable muscle levels of PGC-1a, complexes |-V and
citrate synthase activity, with no change in mitochondrial and intramuscular lipid
content (p>0.05). On the other hand, there was an increase in mitochondrial function
only twice a day group with a reduction in state 4 respiration (pre: 4.5 + 0.8
nmolO2>mL"min"! and post 2,6 + 0.9 nmolO>mL"min-"), without change in daily
group (pre: 3.4 + 1.3 nmolOz;mL"min' and powders: 3.9 + 1.0 nmolOzmL""min-")
(interaction group x training, p<0.05). In addition, there was reduction of body mass,
body fat, increase in VO2max and maximal power in incremental test for both groups,
p<0.05. Finally, there was a reduction in lactate production, O> cost and rated
perceived exertion (RPE) for both groups, with a greater reduction of RPE for the
twice a day group (interaction group x time x training, p<0.05) at constant load test.
This study demonstrated that three weeks of low muscle glycogen training resulted in
similar training adaptations for the anthropometric parameters, cardiorespiratory
parameters and performance, it is worth noting that there was superior effect of RPE

reduction and improve in mitochondrial efficiency for twice a day training.



Key words: Exercise training. Transmission electron microscopy. Mitochondria.

Glycogen. Carbohydrate. Athletic performance. Exercise test.
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1 INTRODUGAO

O treinamento de endurance promove multiplas adaptagdes no musculo
esquelético, como por exemplo, o aumento na atividade de enzimas oxidativas
(citrato sintase (CS) e p-hidroxiacil-CoA desidrogenase (B-HAD)), biogénese
mitocondrial e capacidade respiratéria mitocondrial (Kiens et al., 1993). O resultado
final favorece uma elevacdo no metabolismo oxidativo e promove a melhora do
desempenho em sessdes de exercicio posteriores (Kiens et al., 1993; Egan e
Zierath, 2013). A disponibilidade de nutrientes desempenha um papel central na
modulacdo das adaptagdes do metabolismo oxidativo induzidas pelo treinamento
(Coffey et al., 2011). Nesta perspectiva, evidéncias sugerem que o inicio de uma
sessdo de treinamento com baixo conteudo de glicogénio muscular (BCGM) pode
aumentar a sinalizacdo intracelular dos marcadores do metabolismo oxidativo em
comparacao ao treinamento tradicional, iniciado com reservas normais de glicogénio

muscular (GM) (para revisao, ver (Jeukendrup, 2017).

A esse respeito, demonstrou-se que 3 a 10 semanas de treinamento com
BCGM resultam em maior elevagado em CS e 3-HAD (Hansen et al., 2005; Yeo et al.,
2008; Hulston et al., 2010) e oxidagéo de lipideos (Yeo et al., 2008; Hulston et al.,
2010), quando comparado ao treinamento convencional. Essas alteragdes
moleculares foram acompanhadas por aumento no tempo até a exaustdo em teste a
90% da poténcia maxima apés o treino com BCGM (Hansen et al., 2005). Contudo,
€ importante notar que para reduzir os estoques musculares de glicogénio, a maioria
dos estudos realizou uma primeira sessao de exercicio uma ou duas horas antes da
sessédo principal, método denominado treinamento duas vezes ao dia (Hansen et al.,
2005; Yeo et al., 2008; Morton et al., 2009; Hulston et al., 2010; Cochran et al.,
2015). Uma primeira série de exercicio realizada algumas horas antes da segunda
série de exercicio poderia potencializar o aumento na expressao de varios genes
relacionados a biogénese mitocondrial nessa segunda sessdo, que nao

necessariamente estaria ligado diretamente ao BCGM.

Por outro lado, recentemente foi introduzido outro conceito de treinamento
com BCGM; também conhecido como “sleep low” (Lane et al., 2015; Marquet et al.,
2016). Nesta abordagem o treinamento é realizado uma vez ao dia, onde ha um

primeiro exercicio noturno para reduzir o conteudo de GM, que é seguido por uma

19



segunda sessdo de exercicio na manha do dia seguinte (~ 11h de intervalo). Ou
seja, os treinos diarios sdo intercalados entre um exercicio para deplecdo de GM
(seguidos ou ndo de refeigdo com baixo carboidrato) e um exercicio realizado com
BCGM (Lane et al., 2015; Marquet et al., 2016).

Este protocolo reduz a influéncia do exercicio anterior na segunda série de
exercicio e institui o efeito isolado do GM nas adaptagdes induzidas pelo
treinamento. Além disso, permanecer em jejum apos deplecdo de GM pode
prolongar o tempo de ativagdo de transcrigdo de genes metabdlicos e tradugéo de
suas proteinas alvo, uma vez que as reservas de GM permanecem reduzidas por
varias horas (Pilegaard et al., 2005). De fato, a estratégia de treino diariamente
(sleep low) aumenta a expressao génica dos marcadores de oxidagao lipidica como
Pdk4, além de fosforilagcdo de AMPK, P38MAPK e ACC (Lane et al., 2015). Tal
como, trés semanas de treinamento diario aumenta a eficiéncia durante o exercicio
submaximo e melhora o desempenho em contrarrelogio 10 km (Marquet et al.,
2016).

Em relagdo a estratégias de treinamento com BCGM, dados recentes do
nosso grupo demonstram que a primeira série de exercicio induz aumento na
expressdo de RNAm de genes relacionados a biogénese mitocondrial, como Pgc-1a,
Pgc-1a1, Pgc-104 e Pparf/d e p53 independente dos niveis de GM (Amorim-Souza
et al., dados nao publicados).

As adaptagdes induzidas por treinamento com BCGM duas vezes ao dia e
diariamente podem ocorrer por vias diferentes. Contudo, ndo se sabe qual estratégia
de treinamento resulta em melhores adaptacbes no metabolismo oxidativo e na
biogénese mitocondrial. Portanto, o presente estudo foi idealizado para avaliar se a
magnitude das adaptagbes moleculares, funcionais e morfologicas ligadas a
biogénese mitocondrial difere entre esses dois tipos de estratégias de treinamento
com BCGM. A hipdtese € que o treinamento duas vezes ao dia iria potencializar as
adaptagdes de treinamento em comparacdo ao treinamento diariamente, uma vez
que induz respostas agudas mais pronunciadas em genes relacionados a biogénese

mitocondrial (Amorim-Souza et al., dados n&o publicados).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Base molecular da adaptacéo ao exercicio fisico:

O exercicio fisico corresponde a uma agdo exclusiva ou combinada de
contragdes concéntricas, excéntricas ou isométricas e representa uma perturbacao
metabdlica no corpo. Na tentativa de enfrentar essa desordem, inumeras respostas
agudas e crénicas (adaptativas) ocorrem nos ambitos molecular, celular e sistémico,
que agem em conjunto para minimizar essas perturbagdes generalizadas (Egan e
Zierath, 2013; Hawley et al., 2014).

Essas respostas adaptativas s&o determinadas por variaveis como
modalidade, frequéncia, intensidade e duragado das sessdes de exercicio, de modo
que cada um desses fatores afeta as respostas moleculares e metabdlicas. As
modalidades de treino aerdbio (endurance) e resistido (ou de forga) representam
dois extremos do exercicio (Egan e Zierath, 2013). Em termos genéricos o exercicio
de endurance impde uma demanda de longa duragdo e baixa intensidade na
contragdo muscular, enquanto que o de forga impde uma demanda de curta duracao
e alta intensidade. Embora os exercicios de endurance e de resisténcia promovam
individualmente beneficios a saude, diferentes modalidades de exercicio promovem
distintas respostas moleculares e metabdlicas, e o resultado funcional corresponde a
especificidade das respostas moleculares (Egan e Zierath, 2013).

As sucessivas contragdes musculares resultantes do exercicio acarretam
quebra na homeostase celular, como aumento da razdo AMP/ATP (elevacéo de
AMP e/ou redugdo da ATP), redugdo da creatina fosfato e niveis de glicogénio,
aumento no ion calcio sarcoplasmatico, elevagcdo de acidos graxos e espécies
reativas de oxigénio (ROS), acidose, alteracbes de NAD/NADH (Hawley et al.,
2006). Essas modificagbes provocadas por uma unica série de exercicio geram
aumentos na transcrigdo de DNA nuclear e mitocondrial, resultando em aumento de
RNA mensageiro (RNAm) e tradugéo proteica de genes especificos induzidos pelo
exercicio (Egan e Zierath, 2013). A esse fluxo de informagées damos o nome de
dogma central da biologia molecular (Crick, 1970).

A elevacao transitoria na expressdao de RNAmM costuma ter seu apice entre 3-

12 h apo6s o término do exercicio, retornando aos niveis basais num periodo de 24 h
(Perry et al., 2010b; Egan e Zierath, 2013) (Fig. 1). Contudo, apesar do aumento na
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transcricdo em RNAmM ser essencial para induzir uma resposta celular adaptativa, o
exercicio fisico pode regular outras mudangas moleculares como a expressao de
genes mediante alteragbes no estado de metilagdo do DNA, modificagbes de
histonas e expressao de micro-RNA (Hawley et al., 2014).
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Figura 1. Esquema representativo dos eventos de sinalizagdo envolvidos na
resposta adaptativa mitocondrial ao treinamento de curto prazo no musculo
esquelético humano. Os aumentos repetidos do RNAm precedem o aumento das
proteinas transcricionais e mitocondriais durante as sessdes de treino. As bidpsias
musculares do vasto lateral foram obtidas 4 e 24 horas apds a primeira, terceira,
quinta e sétima sessao de treino. (Adaptado de Perry et al., 2010, reproduzido com
permissao).

Em sintese, a superimposicao de repetidos episoddios de exercicio ira resultar
em aumento da atividade transcricional, com elevagao na expressao de RNAmM que
subsequentemente amplifica a sintese de proteinas, resultando em remodelamento
estrutural e ajustes funcionais a longo prazo (Perry et al., 2010a). A adaptagao
cronica ao treinamento ocorre gragas aos efeitos cumulativos de cada série de
exercicio, que eleva o limiar do estado estavel de proteinas especificas relacionadas

ao exercicio (Booth, 1996).
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Essas alteragdes transitérias pos-exercicio determinam mudangas na
transcrigdo de genes do metabolismo de carboidrato (CHO), transporte, mobilizag&o
e oxidacdo de lipideos, metabolismo mitocondrial, fosforilagdo oxidativa e biogénese
mitocondrial (Egan e Zierath, 2013). O propodsito dessas alteragdes é melhorar o
desempenho na realizagdo de um exercicio futuro, preservando a homeostase em
face da perturbagcdo metabdlica, além de promover maior resisténcia a fadiga (Booth
e Thomason, 1991).

Durante o exercicio agudo, a contribuicdo da oxidacdo de CHO e lipideos
para a provisdo de energia é determinada principalmente pela intensidade e duragao
do exercicio, mas também por fatores externos como dieta prévia, sexo e condi¢des
ambientais. A poténcia absoluta estabelece a demanda por ATP e o gasto
energético (Egan e Zierath, 2013; Hawley et al., 2014). A contribuicdo energética
fornecida pela oxidagdo de lipideos reduz com o incremento na intensidade ao
passo que ha um aumento na oxidacdo de CHO, sendo o GM o principal
combustivel. De maneira oposta, durante o exercicio prolongado e de intensidade
baixa e moderada, ha reducdo nas taxas de oxidacdo dos CHO a medida que a
lipdlise e a oxidagédo das gorduras aumentam (Spriet, 2014). A junc&o de elementos
intramusculares como disponibilidade de substrato, mudanca de temperatura,
aumento de calcio sarcoplasmatico, aumento de produtos da degradacédo de ATP
(ADP, AMP, IMP, Pi); e elementos sistémicos como nivel plasmatico de hormoénios
chaves e metabdlitos circulantes regulam a mobilizagdo e utilizagdo de substratos
energéticos (Hawley et al., 2006). Como visto anteriormente, esses fatores estao
envolvidos ndo apenas na regulagédo da resposta aguda ao exercicio como também
na ativagao de vias de sinalizagdo para adaptagéo crénica ao treinamento (Fig. 2)
(Hawley et al., 2014).

No periodo de recuperacdo pds exercicio ocorre o reestabelecimento da
homeostase celular, para isso ha ressintese de ATP e fosfocreatina, oxidacédo e
remogéao de lactato, e respostas inflamatérias e anti-inflamatorias além da restituicao
das reservas de GM, (Borsheim e Bahr, 2003). Ao contrario do que ocorre durante o
exercicio, na recuperagdao ha aumento na oxidagado de lipideos via triglicerideos
intramusculares e acidos graxos livres e uma economia no consumo de CHO a fim
de satisfazer as necessidades energéticas e ressintese de GM (Kiens e Richter,
1998). Em contraste com a deplecgéo rapida do GM durante o exercicio prolongado
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ou intenso, a reposicao do GM para os niveis basais requer um periodo de 24 a 48
horas (Jentjens e Jeukendrup, 2003). Esta linha do tempo é facilmente alterada pela
manipulacdo dietética, onde a suplementagcdo de CHO apds o exercicio eleva a
sintese de glicogénio em 20-50 mmolkg™" psh!, enquanto a ndo ingestdo de CHO
reduz a sintese para 7-12 mmolkg” psh™ (Jentjens e Jeukendrup, 2003). Além
disso, seguindo as condi¢gbes adequadas a suplementacdo de CHO pode produzir
um aumento da concentracbes de GM pré-exercicio conhecido como

"supercompensacgao” (Bergstrom e Hultman, 1966).
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Figura 2. Base Molecular de Adaptacdo ao Exercicio. Representagdo esquematica
de alteragdes na expressdo de mRNA (painel inferior) e proteina (painel central) ao
longo do tempo como consequéncia do exercicio agudo e treinamento. A repetigao
de estimulos individuas (exercicio agudo) conjuntamente determina adaptacéo
fenotipica muscular. (Adaptado de Egan 2016, reproduzido com permissao).

2.2 Adaptacéao ao treino de endurance:

O treinamento de endurance corresponde a programas de exercicio
sustentado por tempo, intensidade e frequéncia suficientes para induzir melhora na
capacidade aerdbia. Esta capacidade aerdbica, por sua vez, pode ser definida como
a habilidade em transportar e consumir oxigénio para suportar a atividade muscular
durante o exercicio (Armstrong e Barker, 2011). Outros efeitos do treino de
endurance estdo associados ao maior armazenamento de GM e sua economia

durante exercicio em intensidades submaximas (Armstrong e Barker, 2011).

O treinamento de endurance promove diversas adaptacbées no musculo
esquelético (Kiens et al.,, 1993). Dentre as mais importantes estdo: 1) aumento na
atividade de enzimas mitocondriais como complexo IV (COX) (Wibom et al., 1992),
2) aumento na atividade de enzimas ligadas ao sistema oxidativo, como a CS, e a
oxidagdo de acidos graxos, como a B-HAD (Kiens et al., 1993), 3) aumento na
concentragédo de proteinas transportadores de substrato energético como GLUT4 e
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FAT/CD36 (Little et al., 2010); 4) ativagcao de moléculas que desempenham papel na
biogénese mitocondrial, incluindo PGC-1a, AMPK e p38MAPK (Philp et al., 2011);
5) aumento de conteudo mitocondrial e lipidico no musculo esquelético (Tarnopolsky
et al., 2007; Meinild Lundby et al., 2018).

Desde o trabalho pioneiro de John Holloszy na década de 1960, sabe-se que
0 exercicio € um estimulo potente para promover a biogénese mitocondrial (ou seja,
a aquisicdo de novos componentes mitocondriais que levam ao aumento do
conteudo e funcdo mitocondrial) (Holloszy, 1967). Esse estimulo resulta em
sinalizagdo, transcricdo, traducdo, importagcdo de precursores de proteinas e a
incorporagao simultdnea de produtos génicos mitocondriais e nucleares. Com o
objetivo de se adaptar as mudangas no ambiente celular e manter a funcéo
mitocondrial, essa organela esta constantemente sofrendo processos de fuséo
(juncédo de duas organelas em uma) e fissdo (a divisdo de uma unica organela em
duas). As medidas de fungdo mitocondrial (respiragdo mitocondrial) associadas a
mensuragdes do conteudo mitocondrial (avaliada pela expressdo de CS e/ou
microscopia eletrbnica) sdo necessarias para elevar a acuracia e confirmar os
resultados por meio da medida direta de conteudo mitocondrial (Adhihetty et al.,
2003; Bishop et al., 2014; Mishra e Chan, 2016).

O coativador PGC-1a € considerado o regulador mestre da biogénese
mitocondrial, entre outras fungdes também desempenha papel determinante na
angiogénese e metabolismo de gorduras (Baldelli et al., 2014). O exercicio de
endurance € um estimulo potente da transcricdo de PGC-1a além de regular sua
atividade por meio de modificagdes pos-traducionais (fosforilagdo e deacetilagéo)
(Egan e Zierath, 2013). Quando ativado, o PGC-1a age por meio do recrutamento e
regulagdo de multiplos fatores de transcricdo que modulam a expressao de genes do
musculo esquelético, incluindo NRF-1 e 2 (nuclear respiratory factor), ERRa
(estrogen-related receptor) e Tfam (mitochondrial transcription factor A) (Lin et al.,
2005). Adicionalmente, o PGC-1a € o coativador da familia de PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptor), onde os trés subtipos (PPARa, y e 0) estédo
associados a regulacdo da homeostase lipidica por meio da expressdo de genes
envolvidos na oxidagdo de acidos graxos mitocondriais. Assim, a expressao de
PPAR esta ligada ao aumento da utilizagdo de gordura durante o exercicio
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prolongado e também um maior numero de fibras musculares de capacidade
oxidativa (Luquet et al., 2003).

A AMPK é um heterotrimero complexo que compreende uma subunidade
catalitica (a1 ou a2) com um dominio quinase serinal/treonina e duas subunidades
regulatérias (81 ou B2 e y1, y2 ou y3). Nos mamiferos cada subunidade resulta em
doze possiveis combinagbes do complexo AMPK (Hardie e Sakamoto, 2006). A
AMPK ¢ ativada pela fosforilagdo em Thr172 da subunidade a, um processo
catalisado pela proteina LKB1 (liver kinase b1) ou CaMKKa (calcium/calmodulin-
dependent protein kinase) e CaMKKf, especialmente a ultima (Lage et al., 2008). A
AMPK €& um indicador classico do nivel de energia intracelular que modula o
equilibrio de energia (homeostase) dentro da célula (Lage et al., 2008). Deste modo,
a AMPK ativa, isto é, em sua forma fosforilada, atua em muitos tecidos como um
mecanismo contra-regulatério que desativa processos que consumem ATP,
enquanto ativa processos catabdlicos que produzem ATP, restaurando a relacéo
AMP:ATP. Por exemplo, a ativacdo de AMPK promove a oxidag&do de acidos graxos
e a captacao de glicose no musculo esquelético e no coragdo, a0 mesmo passo que
inibe a gliconeogénese no figado, além da sintese de acidos graxos e colesterol. A
lipogénese também é reduzida no tecido adiposo pela ativagdo de AMPK (Lage et
al., 2008) (Fig. 3).
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Figura 3. Esquema das principais via de sinalizagdo envolvidos no controle da
biogénese mitocondrial (Adaptado de Hawley et al., 2014, reproduzido com
permissao).
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A ativacdo da p38MAPK ¢é desencadeada tanto apds exercicios de
endurance, quanto de forga. Sua funcado esta relacionada a regulagcédo da expressao
de genes miogénicos e mitocondriais e a atividade da ubiquitina ligase (Egan e
Zierath, 2013). Além disso, durante a contracdo muscular a p38MAPK estimula
fatores de transcricdo que regulam a ativacdo de PGC-1a, desencadeando
biogénese mitocondrial. A delegdo dessa molécula evita aumentos na biogénese
mitocondrial e angiogénese induzidos pelo treinamento (Pogozelski et al., 2009).
Assim, a p38MAPK esta relacionada a biogénese mitocondrial, desempenhando
papel significativo na adaptagédo apds o treinamento de endurance (Egan e Zierath,
2013).

2.3 Treino de endurance com baixo conteudo de glicogénio muscular (BCGM):

Com o intuito de melhorar o desempenho dos atletas, os cientistas do esporte
estdo continuamente procurando estratégias para potencializar as adaptagbes ao
exercicio. Nesse sentido, estudos recentes sugerem que o treinamento com BCGM
proporciona maior adaptagcdo muscular quando comparado ao treino equivalente em
um estado de GM normal. Isto é, iniciar uma sessdo de treinamento com os
estoques de GM ja reduzidos pode otimizar algumas das adaptagdes descritas
anteriormente, resultando em melhora no desempenho futuro (Hansen et al., 2005).

A manipulacdo de estoques de GM estimula diferentes vias que podem ser
responsaveis por aumentar a resposta adaptativa ao treino, como por exemplo: 1)
mudangas na atividade do sistema nervoso simpatico; 2) mudangas na atividade de
proteinas que contém sitio de ligagdo com glicogénio e alteragbes na oxidacéo de
CHO e gorduras (Philp et al., 2011). O mecanismo pelo qual isso ocorre ndo esta
claro, mas sugere-se que exista uma interagdo gene-substrato, de maneira que a
disponibilidade de um determinado substrato interfira na regulacdo da expresséo
génica induzida pelo exercicio. Por exemplo, muitos fatores de transcricdo celular
apresentam sitio de ligagcdo com o GM, quando o GM esta baixo, esses fatores sao
liberados para se ligar com diversas proteinas alvo para promover adaptacgdes
(Hansen et al., 2005; Yeo et al., 2008; Hulston et al., 2010; Yeo et al., 2010).

Como dito anteriormente, a AMPK possui fungdo regulatéria na
biogénese/fungcdo mitocondrial e metabolismo de lipideos. A subunidade 3 da AMPK

possui sitio de ligagdo com a molécula de glicogénio. Com a ligagdo do glicogénio
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nessa subunidade ha inibicdo alostérica da atividade da AMPK (a inibigédo é feita por
uma ligagdo em outro sitio que n&o corresponde ao catalitico), bloqueando
moléculas reguladas pela AMPK (Mcbride et al., 2009). De fato, a ingestdo de CHO
durante o exercicio reduz ou impede a ativagcdo da AMPK (Philp et al., 2011),
sugerindo que a disponibilidade de CHO ativa AMPK. Ao contrario, exercicios de
alta intensidade realizados com BCGM aumentam a atividade da AMPKa comparado
ao exercicio equivalente em estado pleno de glicogénio, sugerindo uma modulagao
direta do glicogénio para esta via (Yeo et al., 2010; Philp et al., 2011; Lane et al.,
2015).

Um dos primeiros a investigar o efeito de se treinar com BCGM sobre as
adaptacdes intramusculares foi Pilegaard et al. (2002), que avaliou homens
fisicamente ativos em cicloergbmetro. Foi realizado um exercicio para deplecao de
GM em apenas uma perna, seguido de uma sessdo de treino bilateral no dia
seguinte, de modo que uma perna treinou com BCGM e a outra com GM normal. Foi
encontrada uma elevagcdo na transcricdo dos genes que codificam as enzimas
mitocondriais PDK4 e UCP3 apenas na perna com GM reduzido, sugerindo uma
sinalizagado para redugdo no metabolismo de CHO e maior utilizagdo de lipideos
como substrato energético (Pilegaard et al., 2002). Usando um modelo similar de
exercicio em homens destreinados, porém de forma crénica (10 semanas de
treinamento), Hansen et al. (2005) observou que o treinamento de extens&do de
joelho com a perna com BCGM resultou em maior liberagdo de adrenalina e
noradrenalina durante o exercicio e aumento significativo na atividade das enzimas
CS e B-HAD, o qual foi associado a um melhor desempenho, quando comparado ao

treinamento com a perna contralateral com alto GM (Hansen et al., 2005).

Adequando o modelo para situacio real, isto €, de treino simultdneo com as
duas pernas, dois estudos (Yeo et al., 2008; Hulston et al., 2010) dividiram atletas
em dois grupos (alto e baixo GM) que treinaram durante 3 semanas (18 sessdes no
total). Em concordancia com o estudo anterior, o treinamento com BCGM foi mais
eficiente em aumentar a atividade das proteinas CS e B-HAD, além do incremento
no conteudo de COX IV em comparagdo com o grupo alto GM. Além disso, o grupo
BCGM, reduziu a taxa de oxidagdo de CHO e aumentou a de oxidagao de gorduras,
mas nao houve diferenca no desempenho entre os grupos (Hulston et al., 2010).
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Na tentativa de elucidar o mecanismo adaptativo do exercicio com BCGM,
Yeo et al. (2010) ao avaliar atletas bem treinados encontraram aumento na AMPK
no grupo de exercicio com BCGM em relagcdo ao alto glicogénio, logo, a
manipulagdo de glicogénio é capaz de melhorar adaptagbes apds exercicio agudo
mesmo em individuos bem treinados (Yeo et al., 2008; Hulston et al., 2010).

Associando o treino com BCGM e ingestdao de CHO, Cochran et al. (2015),
investigou o efeito de duas sessbes diarias de exercicio de alta intensidade em
cicloergdmetro separados por 3h de recuperagao (duas semanas de treino). Os
individuos foram separados em dois grupos, o grupo que treinava com BCGM
ingeria placebo no periodo de recuperagao da primeira sessao de treino, enquanto o
outro grupo ingeriu CHO para reposicao do GM no intervalo dos exercicios. Foi
encontrada melhora no desempenho em contrarrelégio de 250 kJ apenas no grupo
que treinou a segunda sess&o sem reposi¢céo de CHO.

Além disso, a restrigdo de ingestdo de CHO durante as primeiras horas de
recuperagdo pos exercicio, tem sido uma estratégia de periodizagdo nutricional
capaz de elevar os marcadores do metabolismo de substratos e melhorar a
adaptacédo ao treinamento de endurance (Pilegaard et al., 2005). Com esse objetivo,
estudos recentes utilizaram a estratégia de dormir com baixo CHO apds a primeira
sessdo treino. Lane et al. (2015) avaliou ciclistas treinados submetidos a dois
experimentos: uma sessdo de treino intervalado de alta intensidade durante a noite e
uma sessdo de carga constante no dia seguinte, entre as sessdes de treino os
individuos ingeriram refeigdo com CHO ou n&o se alimentaram. Foi encontrado
aumento das proteinas ACC (Acetyl-CoA carboxylase) e CPT1 (Carnitine
palmitoyltransferase 1), aumento na transcricdo de PDK4, CD36 e FABP3 (fatty acid
binding protein), além de maior fosforilagdo de AMPK, p38MAPK e ACC, na
condicdo de baixo CHO em relagdo ao estado alimentado, essas alteragcbes foram
acompanhadas por uma maior oxidagao de gordura (Lane et al., 2015).

Um estudo interessante realizado por Marquet et al. (2016), combinou trés
estratégias de dieta e exercicio em triatletas: 1) treino intervalado de alta intensidade
com alta disponibilidade de CHO; 2) restrigdo de CHO durante a noite para prolongar
a sinalizagdo pds exercicio e 3) uma sessdo de treino prolongado com baixa

disponibilidade de CHO; para o grupo controle ndo houve restricdo de CHO durante
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a noite e todas as sessdes de exercicio foram realizadas com conteudo CHO normal
ou alto. Houve redugdo no peso corporal e massa gorda, redu¢cdo na oxidagéo de
CHO e aumento na eficiéncia em teste submaximo, além de melhora no
desempenho em teste contrarrelégio de 10 km, apenas no grupo que treinou com
baixo CHO (Marquet et al., 2016).

Outra estratégia utilizada para potencializar as adaptagdes induzidas pelo
exercicio de endurance em homens recreacionalmente ativos, foi associar exercicio
com BCGM a suplementacdo de proteina antes, durante e apds o exercicio em
cicloergbmetro. Nao houve diferengca entre as condigbes de suplementagdo e
placebo, e de maneira interessante, a ingestdo de proteina ndo impediu 0 aumento

na fosforilacdo de AMPK e transcricdo de PGC-1a (Taylor et al., 2013).

No entanto, ndo se sabe qual estratégia de treinamento com baixo glicogénio
muscular possui melhor resposta adaptativa ao treino de endurance: treinar duas
vezes por dia (onde ha influéncia do exercicio prévio associado ao treinamento com
baixo glicogénio) ou treinar diariamente (onde ha um efeito mais prolongado da
influéncia do baixo glicogénio muscular). E provavel que no treinamento duas vezes
ao dia a primeira sessado de treino induza aumento de genes relacionados a
adaptacdo ao treino havendo uma adaptagdo molecular, funcional e morfologica

superior em comparagao ao treino diariamente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
O objetivo do presente estudo foi avaliar se dois tipos de estratégias de
treinamento com BCGM resultam em diferentes adapta¢cdes moleculares, funcionais

e morfoldgicas ligadas a biogénese mitocondrial.

3.2 Objetivos especificos
Avaliar o grau de adaptagao acercar de:

a) Proteinas relacionadas a biogénese (PGC1- a) e respiragao mitocondrial
(Complexos 1-V), além da atividade enzimatica de proteina chave do metabolismo
oxidativo (Citrato sintase);

b) Conteudo mitocondrial e lipidico nas regiées subsarcolémicas e

intermiofibrilares;

c) Parametros cardiorrespiratorios (frequéncia cardiaca, volume minuto,
consumo de oxigénio, produgao de CO», razdo de troca respiratéria) e PSE durante

exercicio de carga constante;

d) Desempenho fisico (poténcia média durante um teste contrarreldgio) e

antropometria (massa corporal, percentual de gordura, massa magra, massa gorda)

E comparar entre as estratégias de treinamento duas vezes ao dia e

diariamente.
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4 HIPOTESE

A primeira sessao de treino induz aumento de genes relacionados a
adaptacao ao treino e isso pode afetar a expressdo génica da segunda sessao de
treino devido ao curto periodo de recuperagao (2 h). Dessa forma, a hipotese do
presente estudo € que havera uma adaptagao molecular, funcional e morfolégica de
maior magnitude apds o treinamento duas vezes ao dia, em comparagdo ao
treinamento diariamente.
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5 METODOS

5.1 Participantes

O estudo foi realizado no Laboratério de Fisiologia do Esfor¢o situado na
Universidade Federal de Pernambuco - Centro Académico de Vitoria (UFPE-CAV).
Foram convidados a participar desse estudo 15 homens saudaveis, fisicamente
ativos (26,2 £ 5,3 anos, 1,8 £+ 0,1 m e 75,8 + 10,6 kg). Todos os participantes, apds
serem informados sobre os possiveis riscos e beneficios do estudo e dos
procedimentos aos quais seriam submetidos, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Apéndice 1). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), parecer: 728.899-
19/06/2014 (Anexo 1).

5.2 Desenho experimental
O desenho experimental foi dividido em trés partes: 1) pré-treino; 2) treino e; 3) pos-
treino (Fig. 4).

1) Pré-treino: Durante a primeira visita foi realizada antropometria para
determinagdo da massa corporal, estatura e percentual de gordura, este ultimo
utilizando as dobras cutaneas do peitoral, abdémen e coxa (Jackson e Pollock,
1978). Em seguida, uma amostra do musculo vasto lateral foi obtida por um médico
por meio de bidpsia, com anestesia local na pele e fascia (lidocaina 2%), utilizando a
técnica com agulha de biépsia (D.L.MICOF, S&o Paulo, Brasil) percutdnea com
sucgdo (Bergstrom, 1962). A amostra muscular foi rapidamente separada em trés
porcdes, sendo: 1) uma porcao (~50 mg) imediatamente congelada (entre 10-15 s)
em nitrogénio liquido para posterior analise de expressao proteica por western blot;
2) uma segunda porgéo (~15 mg) imediatamente imersa em solugdo gelada de
preservagao (BIOPS) para analise de respiragdo mitocondrial; 3) uma terceira
porcéo (~4 mg) imediatamente imersa em fixador para posterior analise de conteudo
mitocondrial e lipidico por meio de microscopia eletrbnica. Em seguida, os
participantes foram mantidos em repouso por 10 min e realizaram um teste
incremental até a exaustdo em um cicloergbmetro (Ergo Fit 167, Pirmansens,
Germany) para determinagado do VO2max, poténcia aerébia maxima (PAM), primeiro
(LL1) e segundo (LL2) limiar de lactato (Bishop et al., 1998). Trinta minutos apods o

teste incremental, os individuos foram submetidos a trés familiarizagcdes do teste
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contrarreldgio de 48 kd em cicloergbmetro, com intervalos de 20 minutos. Apos 48 h,
os participantes retornaram ao laboratorio e realizaram um exercicio de carga
constante (CC) na intensidade correspondente a 50% da diferenga entre o LL1 e o
LL2 (A50: LL1-LL2) com duragdo de 100 min (100CC). Apds o término do 100CC,
foram dados cinco minutos de repouso e foi realizado um teste contrarreldgio de 48
kJ.

2) Treino: ApOs concluir os testes da fase pré-treino, os participantes foram
divididos em dois grupos experimentais. Um grupo treinou diariamente (n=7), uma
vez ao dia, e o outro grupo trés vezes por semana, duas vezes ao dia (n=8). Os
participantes foram distribuidos entre os grupos de acordo com seu nivel de aptidao
fisica, isto €, cada voluntario foi alocado de acordo com seu VOmax e PAM para
nao existir diferenga no condicionamento pré-treino entre os grupos, foi realizado
teste t que comprovou que os grupos eram semelhantes para aptidao aerdbia
(p<0,05). Em ambos os grupos, o protocolo de treinamento consistiu em uma sesséo
de treino de endurance (TE), para reducédo dos estoques de GM, seguido por uma
sessdo de treino intervalado de alta intensidade (TI), totalizando 18 sessdes de
treinamento em um periodo de 3 semanas. Os participantes foram orientados a nao
realizar nenhum tipo de atividade fisica, exceto a prescrita acima, durante as trés

semanas de treinamento, bem como, a seguir um plano dietético rigoroso.

3) Pos-treino: As mesmas medidas feitas no pré-treino, foram repetidas no
pos-treino. A bidpsia foi realizada no mesmo periodo do dia (£ 1 h), na mesma perna
em que foi feita a medida pré-treino (separadas por 2-3 cm da primeira inciséo),
obtida 48 h apos a ultima sessdo de treinamento para evitar o efeito transitorio do
exercicio na atividade transcricional, que pode durar até 24h (Egan e Zierath, 2013).
Em seguida foi realizado o teste incremental pds-treinamento. Por fim, apdés um
intervalo de 48 horas, foi realizado o exercicio de endurance em carga constante na

mesma carga absoluta pré-treino, seguido do teste contrarreldgio de 48 kJ.

Todos os testes experimentais e sessdes de treino foram realizados em
condigdo controlada de temperatura e umidade relativa (21,34 + 1,34°C e 40,5 +
5,1%, respectivamente).
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muscular (TE); Il = treino intervalado de alta intensidade (T1); TIN= teste incremental; R= Repouso; CR= contrarrelégio de 48 kJ; F= familiarizagao

Figura 4. Visao geral do estudo e desenho experimental
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5.3 Teste incremental

O teste incremental foi composto de estagios com 4 minutos de duragéo e 1
minuto de recuperagao entre os estagios. O teste iniciou a 50 W e a intensidade foi
incrementada em 25 W a cada 4 minutos até a exaust&o voluntaria. Durante todo o
teste os individuos mantiveram a rotacdo do pedal entre 70 e 80 rpm. O teste foi
interrompido quando os individuos ndo conseguiram manter a rotagdo dentro desse
intervalo. O consumo de oxigénio (VO2), a produgdo de gas carbdnico (VCO2) e a
ventilagcdo (VE) foram mensurados em cada ciclo ventilatério durante todos os
testes. Para isso, os individuos utilizaram uma mascara para captacdo das
respostas da ventilagdo e trocas gasosas mensuradas por um sistema
computadorizado e com transmissdo imediata, respiragdo a respiragdo, para um
software especifico (Cortex Metalyzer 3B, Cortex Biophysik, Leipzig, Germany).
Antes de cada teste o analisador foi calibrado com uma concentracdo conhecida de
gases O2 e CO2. A frequéncia cardiaca (FC) foi mensurada através de um
transmissor acoplado ao analisador de gases. Antes do exercicio e imediatamente
apos cada estagio foram coletados 50 yl de sangue arterializado no |6bulo da orelha
para determinagao da concentragéo de lactato sanguineo no plasma.

Os valores de VO2 respiracao a respiracao foram convertidos posteriormente
para médias a cada 10s e o VO2max foi determinado quando dois ou mais dos
seguintes critérios foram atendidos: aumento de VO, menor que 2,1 mLkg"'-min™’
em dois estagios consecutivos, razdo de troca respiratéria maior que 1,1,
concentragdo de lactato no plasma maior que 8,0 mmolL" e frequéncia cardiaca
maxima = 10 bpm da prevista pela idade (Howley et al., 1995). A FC maxima (FCmax)
foi definida como o maior valor obtido ao final do teste. A PAM foi calculada a partir
do ultimo estagio de trabalho concluido, somada a fragdo de tempo gasto no ultimo
estagio ndo concluido multiplicado por 25 W (Kuipers et al., 1985). As concentragdes
de lactato plasmatico foram plotadas em fungdo da poténcia (W) para identificagcao
do LL1 e LL2. Para determinar o LL1, um critério visual foi utilizado, considerando a
poténcia na qual a concentracdo de lactato no plasma aumentou acima dos niveis
de repouso. O LL1 foi determinado por dois avaliadores experientes, em caso de
discordancia um terceiro avaliador foi consultado. O LL2 foi determinado pelo

método Dmax modificado, descrito pelo ponto na curva de regressédo polinomial da
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relacado lactato-poténcia que produziu a distdncia maxima perpendicular da linha

reta formada entre o LL1 e o ponto final da curva (Bishop et al., 1998).

5.4 Teste de carga constante de 100 min (100CC) e contrarrelogio de 48 kJ

ApbGs chegarem ao laboratorio, os participantes repousaram por 5 min e
depois realizaram um exercicio de carga constante na intensidade correspondente a
50% da diferenca entre o LL1 e o LL2 (A50: LL1-LL2) com durag&o de 100 min. Os
participantes foram orientados a manter a rotagcdo do pedal entre 70 e 80 rpm
durante todo o tempo de exercicio. O VO2, VCO: e VE foram mensurados durante o
exercicio. Amostras de sangue venoso foram coletadas pré e pos-teste de carga
constante para mensuracio de lactato. Apds intervalo de 5 min que sucedeu o teste
de 100CC, os participantes realizaram o teste contrarrelégio de 48 kJ. Os
participantes foram solicitados a concluir o teste no menor tempo possivel, e
orientados que quanto maior a carga, mais rapido o teste seria concluido. O trabalho
realizado foi mantido visivel no painel do cicloergbmetro. O teste foi interrompido
quando os individuos atingiram 48 kJ.

5.5 Treinamento e controle dietético

Os participantes preencheram um registro alimentar informando o tempo, a
preparagao de alimentos e a quantidade de cada refeigdo consumida durante as 24
h antes do primeiro e segundo dia dos testes pré-treinamento. Os participantes
foram instruidos a repetir o mesmo consumo de alimentos durante as 24 h antes do
primeiro e segundo dia dos testes poés-treinamento, respectivamente. Os
participantes foram instruidos a abster-se do consumo de alcool e cafeina 24 h antes
de cada teste.

Os participantes receberam uma lista de todas as refeicbes a serem seguidas
durante o periodo de treinamento, e foram convidados a enviar fotografias de
refeicbes-chave para um nutricionista. Para o grupo diariamente, as refei¢gdes antes
da sessao de TE (café da manha, almogo e lanche) foram estabelecidas respeitando
a dieta normal individual (45-65% de CHO, 10-35% de proteina e 20-35% de
lipideos). Os participantes consumiram uma refeigdo com baixo CHO (7% de CHO,
60% de lipideos e 33% de proteina) duas horas antes de cada sessao de TE (~ 5:00
p.m.). A sessdo de TE ocorreu as segundas, quartas e sextas-feiras (a partir das
7:00 p.m. as 9:00 p.m.). Apoés o treinamento, os participantes consumiram uma
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quantidade de agua equivalente a 150% da massa corporal perdida para prevenir a
desidratagéo (Shirreffs et al., 1996) e depois jejuaram até a manha seguinte (tergas,
quintas e sabados). Os participantes ingeriram o café da manhad ~ 5:00 a.m. com
baixo teor de CHO (7% de CHO, 60% de lipideos e 33% de proteinas) para evitar a
ressintese muscular e hepatica do glicogénio. Os participantes iniciaram a sessao Tl

(~ 11: 00 a.m.) apdés um jejum adicional de ~ 6 h (Figura 5).

O grupo duas vezes ao dia seguiu o mesmo padrdao alimentar do grupo
diariamente, conservando a mesma composicdo e horario de refeicbes no dia
anterior ao treinamento. Durante o dia de treinamento, o café da manha foi ingerido
(~ 5:00 a.m.) com baixo teor de CHO (7% de CHO, 60% de lipideos e 33% de
proteina); Os participantes jejuaram por cerca de ~ 2 h e entdo realizaram uma
sessdo de TE (~ 7:00 a.m.). Eles consumiram uma quantidade de agua equivalente
a 150% da massa corporal perdida, descansaram por mais 2 h e depois realizaram a
sessdo Tl (~ 11: 00 a.m.). As sessdes de treinamento de TE e Tl foram realizadas as
tercas, quintas-feiras e sabados (Figura 5).

5.5.1 Recuperacéo de glicogénio muscular

Para acelerar a recuperagcdo do GM imediatamente apés completar o Tl (~
12:00 p.m.), os participantes dos dois grupos ingeriram uma bebida contendo CHO
(1,2 g.kg! massa corporal) + proteina (0,4 g.kg™' de massa corporal) (Berardi et al.,
2006). Eles também consumiram refeicdes com conteudo elevado de CHO as 12:30
p.m., 3:00 p.m. e 6:00 p.m. (75% de CHO, 10% de lipideos e 15% de proteinas)
(Berardi et al., 2006).

5.5.2 Sessao de treinamento de endurance (TE) para redugao dos estoques de GM

Os participantes pedalaram por 100 min a uma intensidade correspondente a
A50: LL1 - LL2. Logo apds, repousaram por 5 min e realizaram 6 séries a 125% da
PAM, com 1 min de recuperacéo passiva entre elas. Este protocolo foi responsavel
por reduzir os estoques de GM em ~45% (Amorim-Souza et al., dados nao
publicados). Os participantes foram orientados a manter a rotagdo do pedal entre 70
e 80 rpm durante todo o treino (Costill et al., 1973; Gollnick et al., 1973; Gollnick et
al., 1974).
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Figura 5. Treinamento e distribuicdo de carboidratos entre os grupos duas vezes ao

dia e diariamente.
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5.5.3 Sessao de treinamento intervalado (TI)

Apds 5 min de aquecimento a 90% do LL1, os participantes realizaram a
sessdo de TI. O treino consistiu de 10 séries com duragdo de 2 min a uma
intensidade correspondente a 20% da diferenga entre a LL2 e PAM e o (A20: LL2-
PAM), com 1 min de recuperagao entre as séries (razdo trabalho-recuperagao de
2:1). Os participantes foram orientados a manter a rotagdo do pedal entre 70 e 80
rpm durante os 2 min de estimulo e a recuperacgao foi passiva (Edge et al., 2006).

5.6 Analises

5.6.1 Western Blot

Foi realizado o Western blot do lisado celular com o intuito de verificar a
conteudo proteico de PGC-1a, Complexo |, Complexo Il, Complexo I, Complexo IV
e Complexo V.

Homogeneizado muscular e dosagem de proteina

Aproximadamente 20 mg de tecido muscular congelado foram
homogeneizados usando um TissuelLyser Il (Qiagen, Valencia, CA) em uma diluicao
1:20 de tampéao RIPA gelado (pH 7,4) contendo: 0,15 mol'L™" NaCl, 1% Triton-X100,
desoxicolato de sédio a 0,5%, Tris 0,05 molL™, 0,1% de SDS, 0,1 molL"EDTA, 1%
de coquetel de inibidor de protease (P8340, Sigma-Aldrich, St. Louis, MI) e inibidor
de fosfatase (P5726, Sigma-Aldrich). Os homogeneizados foram incubados em
rotagdo continua durante 60 min a 4°C e o sobrenadante (isto &, citosolico bruto) foi
entdo recolhido e o precipitado foi descartado. A concentragcdo de proteina do
homogeneizado muscular foi medida em triplicada utilizando um ensaio de Bradford
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) comparado com concentragdes de albumina
de soro bovino (BSA, A9647, Sigma-Aldrich). O coeficiente de variagdo para a

concentracgao proteica foi inferior a 5%.

O homogenado tamponado com RIPA foi diluido em tamp&o 4X Laemmli (Tris
0,25 molL"', SDS a 8%, glicerol a 40%, azul de bromofenol a 0,04%, 2-
mercaptoetanol a 20%) e quantidades iguais de proteina total (10-20 pg) foram
pipetados no gel pré-moldado (Criterion ™ 4-20% TGX Stain-Free ™, Bio-Rad).

Todas as amostras do mesmo participante foram pipetas em colunas adjacentes no
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mesmo gel. Foram também pipetadas quatro a seis diluicdes diferentes de um
padrao interno de homogeneizado misto em cada gel e uma curva de calibragao
plotada de densidade contra a concentracdo de proteina. A partir da equacao de
regressao linear a quantidade da proteina foi calculada a partir da intensidade da
banda medida para cada amostra no gel (Murphy e Lamb, 2013).

A eletroforese em gel foi realizada durante 90 min a 80-150 V. As proteinas
foram transferidas para uma membrana PVDF de 0,2 ym a 25 V durante 10 min. As
membranas foram bloqueadas durante 60 minutos a temperatura ambiente em 5%
de leite sem gordura diluido em solugdo salina tamponada em Tris com Tween-20 a
0,1% (TBST). As membranas foram ent&o lavadas em TBST e incubadas durante a
noite a 4 °C com o anticorpo primario apropriado diluido em 5% de BSA e 0,02% de
azida de sodio em TBST. Apds as lavagens com TBST, as membranas foram
incubadas no anticorpo secundario correspondente, diluidas em 5% de leite sem
gordura em TBST, durante 60 min a temperatura ambiente. ApoOs lavagens
adicionais, as membranas foram incubadas em solugdo quimioluminescente (1,25
mmol-L-' 294 luminol, 0,2 mmol-L! p-cumarico, 100 mmol-L"' Tris pH 8,5, 0,009%
H20O2) durante 2 min e imagens foram tomadas com um sistema de imagem
ChemiDoc instalado (Bio-Rad). A densitometria foi realizada com o software Image
Lab 5.0 (Bio-Rad). As imagens geralmente foram exibidas com pelo menos cinco
bandas acima e abaixo da banda de interesse (NCB 2004). Os anticorpos utilizados
foram PGC-1a, rabbit monoclonal (Cell Signaling, 2178) e OXPHOS Complex |-V,
mouse monoclonal (Abcam, ab110411).

5.6.2 Atividade da Citrato Sintase (CS)

A atividade da enzima CS foi determinada por espectrofotbmetro medindo a
aparéncia da CoA-SH na reacao: [acetil-CoA + oxaloacetato + H2O « citrato + CoA-
SH + H + (reagdo secundaria: CoA-SH + 5,5'-Ditiobis- (2- acido nitrobenzdico)
(DTNB) — ion mercaptideo)]. Os homogeneizados para a atividade CS foram
preparados em tampao (40 ul de acetil CoA 3 mM e 25 ul de acido 5,59-ditiobis (2-
nitrobenzoico) (DTNB) 1 mM em tamp&o Tris a 165 pul de tamp&o Tris 100 mM, pH
8,3) mantida a 30°C. A atividade da CS foi determinada em triplicada numa placa de

microtitulagdo adicionando 5 pl do homogeneizado de musculo de 8 mgmL™". Apds a
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adicdo de 15 mL de acido oxoalacético 10 mM, a placa foi imediatamente colocada
em um xMark- O espectrofotometro de microplacas (Bio-Rad) a 30 °C e apds 30 s
de agitacdo linear, a absorbéncia a 412 nm foi registrada a cada 15 s durante 3

minutos. A atividade CS foi expressa em moles por hora por quilograma de proteina.

5.6.3 Respiragao mitocondrial

Parte da amostra de musculo foi utilizada para estudos in-situ da respiragao
mitocondrial. As fibras musculares foram mecanicamente separada por meio de uma
pinga de pontas, em uma solugcéo de preservacado BIOPS contendo (em mM) 2,77
CaK:EGTA, 7,23 K2EGTA, 5,77 Na2ATP, 6,56 MgCl>6H20, 20 taurina, 50 MES, 15
Nazphosphocreatina, 20 de imidazol e 0,5 ditiotreitol (DTT) ajustado em pH 7,1
(Pesta e Gnaiger, 2012). A membrana plasmatica foi posteriormente permeabilizada
por agitacdo suave durante 30 min em BIOPS a 4° C contendo 50 mg/ml de
saponina, seguido por 3 lavagens em MiR05, um meio de respiragdo que contém
(em mM, a menos que especificado) 0,5 EGTA, 3 de MgCl»6H20, 60 K-lactobionato,
20 taurina, 10 KH2PO4, 20 HEPES, 110 de sacarose e 1 g/L de albumina de soro
bovino essencialmente isento de acido graxo. O pH 7,1 foi ajustado para essa
solugéo (Pesta e Gnaiger, 2012). A respiragédo mitocondrial foi medida em duplicata
(de 4-4,4 mg de peso umido de fibras musculares) em MiR05 a 37°C, usando
eletrodo de oxigénio tipo Clarc (Hansatech Instruments, Pentney King’s Lynn, UK),
por métodos previamente descritos (Bishop et al., 2010).

5.6.4 Microscopia eletronica
Para analise em microscopia eletronica os fragmentos dos musculos foram
fixados overnight em solugdo contendo glutaraldeido 2,5%, parafomaldeido 4% e
tampao cacodilato de sodio a 0,1M, pH 7,2. Apds a fixacdo, as amostras foram
lavadas duas vezes no mesmo tampao, pds-fixadas numa solugdo contendo 1% de
tetroxido de osmio (OsO4), 5mM CaCl; e 0,8% de ferricianeto de potassio
(KsFe(CN)s em tampédo cacodilato 0,1M, pH 7,2, desidratado em acetona e
incorporado em Embed 812 (Electron Microscopy Science, Washington, PA, EUA). A
polimerizacéo foi realizada a 60 °C durante 3 dias (Vieira et al., 2011). Secgdes
ultrafinas foram coletadas em redes de niquel de 300-mesh, contendo 5% de acetato
de uranilo e citrato de chumbo e examinado com um microscopio eletrénico de
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transmissdo FEI Morgani 268D (América do Norte NanoPort, Hillsboro, OR, EUA).
Um observador independente que era cego com relagdo ao estado de treinamento e
grupo fotografou as fibras orientadas longitudinalmente, foi utilizada uma ampliagcéo
de x20,000, 12 imagens da regido subsarcolemmal (SS) e 12 imagens da regiao
intermiofibrilar (IMF) foram analisadas de ordem sistematica e randomizada num
total de 720 imagens. As goticulas lipidicas e mitocondriais foram utilizadas usando
o software Image J para calcular a mitocdndria total e area de lipideos. As areas
mitocondrias e lipidica da regido intermiofibrilar (IMF) e subarcolémica (SS) foram
expressas em relagdo a area miofibrilar e a area superficial de fibra (Nielsen et al.,
2010; Nielsen et al., 2017). A referéncia para a quantificacdo do espago SS foi o

espaco citoplasmatico entre o sarcolemma e a primeira camada de miofibrilas.

5.6.5 Lactato plasmatico

As amostras de 50 yL de sangue arterializado foram coletadas no lobulo da
orelha e diretamente armazenado em microtubos contendo 10 pL de EDTA. As
amostras foram centrifugadas a 1500 g durante 10 minutos a 4°C (Hermle
Labortechnik GmbH, Germany) e a concentragao plasmatica de lactato analisada em
duplicata em Espectofotometro UV (Spectrophotometer SP-22), utilizando kit
comercial (Labtest, Vista Alegre, Brasil).

5.7 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism versao
7.0a. Todos os dados foram verificados quanto a normalidade fazendo uso do teste
de Kolmogorov-Smirnov. Para investigar as diferengas entre os grupos e os efeitos
de treinamento de 3 semanas, utilizou-se uma ANOVA de duas vias de medidas
repetidas. As mudancas no exercicio de 100 min foram avaliadas usando ANOVA de
trés vias de medidas repetidas. A analise post hoc foi realizada utilizando o método
de Bonferroni para localizar diferengas entre os pares quando a significancia
estatistica foi observada. A significancia foi definida em p<0,05. Os valores sao

expressos como média + DP, salvo indicagdo do contrario.
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RESULTADOS
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6 RESULTADOS

PGC1-a e Cadeia transportadora de elétrons (CTE)

Trés semanas de treinamento com BCGM nao modificaram a expressao de
PGC-1a (p=0,20) (Fig. 6). Também n&o houve diferenga entre os grupos de
treinamento duas vezes ao dia e diariamente (p=0,72). Este resultado se repetiu
para as proteinas da cadeia transportadora de elétrons onde nao houve efeito do
treinamento: complexo | (p=0,09), complexo Il (p=0,06), complexo Il (p=0,21),
complexo IV (p=0,09), complexo V (p=0,16) (Fig. 7). Tampouco houve diferenga
entre os grupos: complexo | (p=0,66), complexo Il (p=0,81), complexo Il (p=0,72),
complexo 1V (p=0,95), complexo V (p=0,41).
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Figura 6. Expresséo proteica de PGC-1a pré e pos treinamento para os grupos
duas vezes ao dia e diariamente. Bandas representativas de Western blot e
quantificacdo dessas bandas. Dados representados em média + SEM.
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Figura 7. Expressao proteica relativa dos complexos |-V pré e pds-treinamento para
os grupos duas vezes ao dia e diariamente. Bandas representativas de Western blot
e quantificacdo dessas bandas. Dados representados em média £ SEM.

Atividade da Citrato sintase

Como pode ser visto na Fig. 8, a atividade da CS para o grupo duas vezes ao
dia ndo se alterou com treino (p=0,61) e nem foi diferente entre os grupos (p=0,46).
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Figura 8. Atividade da citrato sintase pré e pds treino para os grupos duas vezes ao
dia e diariamente. Dados representados em média £ SEM.

Respiracao mitocondrial

O treinamento nao teve efeito para o estado 2 da respiragao (Malato/Piruvato)
para ambos os grupos (duas vezes ao dia pré: 7,8 + 8,7 nmolO2.mL".min! e pds:
8,7 + 4,7 nmolOz2.mL".min"", diariamente pré: 7,4 + 1,6 nmolO2.mL"".min"! e pos: 5,1
+ 2,7 nmolO2.mL".min") (Fig. 9). Também nao houve efeito do treinamento para o
estado 3 (Magnesium/ADP), apesar de um aumento de 14% no grupo duas vezes ao
dia (pré: 22,8 + 4,3 nmolOz.mL"*.min"" e pds: 25,7 + 7,9 nmolO2.mL".min""), mas sem
mudangcas estatistica para o treino diariamente (pré: 22,6 + 5,1 nmolO..mL".min" e
pos: 21,0 £ 3,2 nmolO2.mL-*.min""). No entanto, para o grupo duas vezes ao dia o
treinamento diminui a respiragéo do estado 4 (pré: 4,5 + 0,8 nmolO2.mL".min"! e pos
2,6 = 0,9 nmolO2.mL".min"), sem alteragdo no grupo diariamente (pré: 3,4 + 1,3
nmolO2.mL".min'e pds: 3,9 + 1,0 nmolO2.mL".min") (interagdo grupo x treino p
<0,001). Esse efeito se manteve apds a normalizagdo com atividade da CS (Fig.
9.B). Um padrdao semelhante foi observado para a razdo de controle respiratorio
(RCR) (estado 3/estado 4), em que o treinamento duas vezes ao dia aumentou o
RCR (pré: 51 + 1,1 e pos: 10,8 £ 3,7), mas ndo houve efeito para o treino
diariamente (pré: 7,7 £ 2,4 e pos: 5,8 £ 1,7) (interagéo grupo x treino, p<0,001).
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Figura 9. Respiragdo mitocondrial do musculo esquelético (A), valores expressos
em relagcdo a atividade da citrato sintase (B). Estado 2: adigdo de malato/piruvato,
estado 3 respiracao estimulada pela adigdo de Mg/ADP, estado 4: estado basal da
respiragdo na presencga de atractilosideo. Razao de controle de respiratério (RCR)
foi calculado pela relacédo estado 3/estado 4. Os valores representados pela média +
SEM. # Significativa interacdo entre o treinamento x grupo p<0,05. *
Significativamente diferente do pré-treino, p<0,05.
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Microscopia eletrénica de transmissao

Um exemplo de imagem MET ilustrando as diferengas na regides intermiofibrilar e
subarcolémica pode ser visto na Fig. 10A. Trés semanas de treinamento fisico nao
alteraram a média da area total de mitocdndrias e goticulas lipidicas para ambos os
grupos nas regides intermiofibrilar e subarcolémica (Fig. 10B e C).
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Figura 10. Lipideos intramiocelulares dos musculos esqueléticos e mitocondrias.
Imagens da regido intermiofibrilar (IMF) (a esquerda) e subsarcolémica (SS) (a
direita) da fibra muscular esquelética (A). Conteudo mitocondrial relativo das regides
intermiofobrilares e subsarcolémicas (B). Conteudo lipidico relativo das regides
intermiofobrilares e subsarcolémicas (C). L, gota de lipideo; M, mitocdndrias; Z, linha
Z; S, sarcolema. Os valores representados pela média + SEM.
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Teste incremental

Os parametros basais obtidos no teste incremental foram semelhantes entre
0s grupos no pre-treinamento (p>0,05). O treinamento elevou significativamente a
PAM, VO-max, concentragdo maxima de lactato sanguineo e poténcia para o LL1 e
LL2 (p<0,05) (Tabela 3).

Tabela 1. Parametros de aptidao aerdbia obtidos no teste incremental

Duas vezes ao dia Diariamente

Pré-treino Pos-treino Pré-treino Poés-treino
PAM (W) 237 + 36 270 + 42~ 235+ 22 265 + 24*
VO;max (mLw" ‘min) 36,143 392+55* 379%+7,8 40,2+6,5"
VO;max (L'min™) 28+04 3,0 £0,5 2,7+0,6 29 +£0,6
[Lac]pico 95+24 11,3+3,00 105+1,3 11,0+1,5*
LL1 (L'min™) 1,4+0,2 1,8 +0,4* 1,4+0,3 1,6 £0,3*
LL1 (W) 88 +13 138 + 33* 96 + 17 132 +12*
LL2 (Lmin™) 2,1+04 2,5+0,5" 2,0+0,5 2,4 +0,5"
LL2 (W) 167 + 34 201 + 41~ 164 + 19 201 +18*

Valores representados em média + desvio padrdo. PAM: Poténcia aerodbia
maxima; VO2max: Consumo maximo de oxigénio; LL1: Primeiro limiar de
lactato; LL2: Segundo limiar de lactato; [Lac]: concentragdo plasmatica de
lactato. *Significativamente diferente de pré-treino p<0,05.

Teste de endurance de carga constante de 100 minutos

Houve um efeito de treinamento (p<0,05) para FC, PSE, VO3, VE e VCOg,
com todos os parametros sendo reduzidos com o treinamento em ambos os grupos,
exceto para RER, que se manteve inalterada e similar entre os grupos (p>0,05).
Houve, entretanto, uma interagdo entre treinamento x grupo x tempo para PSE de
maneira que a redugcdo na PSE foi mais acentuada para o grupo que treinou duas
vezes ao dia (Fig. 11). O custo de Oz e o acumulo de lactato foram reduzidos apos o
treinamento em ambos os grupos (Fig. 12 e 13, respectivamente).
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Figura 11. Respostas cardiorrespiratérias e de percepgao de esforgo em repouso,
15 min, 25 min, 50 min, 75 min e 100 min em teste de carga constante de 100 min.
VO2: consumo de oxigénio; VE Volume minuto; FC: frequéncia cardiaca; VCOoa:
producédo de CO»; PSE: percepc¢do subjetiva do esfor¢o; RER: Relagdo de troca
respiratéria. Existiu um efeito significativo de treinamento para FC, PSE, VO, VE e
VCO2 em ambos os grupos. # Interac&o significativa entre grupo x treinamento x .
tempo, p<0,05.
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Figura 12. Custo de O2em teste de carga constante. * Significativamente diferente
do preé-treino p<0,05.
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Figura 13. Producédo de lactato em teste de carga constante de 100 min. *
Significativamente diferente do pré-treino, p<0,05.

Teste contrarrelogio

O treinamento com baixo glicogénio resultou em aumento significativo da
poténcia média para o teste contrarrelogio de 48 kJ em ambos os grupos (p<0,05)
(Fig. 14). A poténcia média aumentou de 191,56 + 78,1 W para 273,6 £ 64,9 W no
grupo duas vezes ao dia e foi de 210,6 + 29,8 W para 281,2 + 21,9 W no treino
diariamente.
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Figura 14. Desempenho em teste contrarrelogio de 48-kJ. *Significativamente
diferente de pré-treino, p<0,05.

Composicao corporal

Os parametros da composi¢cédo corporal foram semelhantes entre os grupos
pré-treinamento (p>0,05). Houve uma redugédo significativa no percentual de
gordura, na massa corporal e massa gorda em ambos 0s grupos apds o treinamento
(Tabela 2, p<0,05). Nado houve alteragdo significativa na massa magra apos o

periodo de treinamento em nenhum dos grupos.

Tabela 2. Redugao de peso corporal e percentual de gordura apos treinamento.

Duas vezes ao dia Diariamente
Pré-treino Pés-treino Pré-treino Pés-treino
Peso (kg) 788+128 77,8+12,9* 725+7,0 71,7 £ 8,0
G % 14 +4 12 £ 3* 135 12 £ 3*

Massa gorda (kg) 11,1+£51 94 £ 3,2* 9,6 +3,6 9,0+£4,5*
Massa magra (kg) 67,6+8,6 68,4 + 10,1 62,972 62,7 £ 6,8
Valores representados em média + desvio padrdo. G %: Percentual de gordura.
+Significativamente diferente do pré-treino, p < 0,05.

Intervencéo dietética

Os participantes aderiram aos protocolos dietéticos prescritos e alcangcaram
uma ingestao total de energia (p>0,05) e distribuicdo de macronutrientes similar

entre os grupos durante o periodo de treinamento (Tabela 3).
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Tabela 3. Analise nutricional ao longo do periodo de treinamento

Duas vezes ao dia

Energia (Kcal) CHO (%) PTN (%)  LIP (%)

Refeigcbes de CHO normal 1998,6 £ 289,3 54+3 203 263
Refeicbes de baixo CHO 1666,9 + 255,6 70 330 600
Refeicbes de alto CHO 3068,1 + 340,9 750 1710 810

Diariamente

Energia (Kcal) CHO (%) PTN (%)  LIP (%)

Refeigcbes de CHO normal 1697,7 £ 503,9 60+6 16+ 4 247
Refei¢cdes de baixo CHO 1582,9 £ 60,5 70 330 600
Refei¢cdes de alto CHO 2992,0 + 565,8 750 170 80

Valores representados em meédia + desvio padrdo. Composicdo de macronutrientes
é representada como % da ingestao caldrica total. Refei¢gdes de carboidrato normal
(café da manha + almogo); Refeicdes de baixo carboidrato (jantar + café da
manh&); Refeigdes de alto carboidrato (drink + almogo + jantar); CHO: carboidrato,
PTN: proteina, LIP: lipideos.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, as duas estratégias de treinamento com BCGM
resultaram em respostas adaptativas semelhantes para 1) PGC-1q, proteinas
componentes da cadeia de transporte de elétrons (complexo I-V); 2) atividade da
CS; 3) respiragado mitocondrial basal e maxima; 4) conteudo mitocondriais e lipidico;
5) composigcédo corporal; 6) pardmetros cardiorrespiratorios e 7) desempenho. No
entanto, ha uma reducgao significativa no estado 4 e um aumento no RCR na
respiragado mitocondrial apenas para o grupo duas vezes ao dia. Houve também uma
maior efeito na redugcdo da PSE durante o teste de carga constante para o grupo

duas vezes ao dia.

O desenho experimental do presente estudo proporcionou aos grupos o
mesmo volume total de exercicios, bem como uma distribuicdo de macronutrientes e
ingestao energética total similar durante o periodo de treinamento (Fig. 4 e 5). Ainda,
dados prévios do nosso grupo confirmam que a sessdo de treinamento de
endurance foi suficiente para reduzir os estoques de GM de maneira similar nos dois
tipos de treinamento (Amorim-Souza et al., dados n&o publicados). Dessa forma, é
esperado uma reducdo de ~ 45% imediatamente antes da segunda sessao de
treinamento (T1) nos dois grupos, atestando que qualquer diferenga entre os grupos

nao poderia ser devido ao GM per se.

A via de sinalizagdo do PGC-1a, possui um papel central orquestrando muitas
das adaptacbes oxidativas relacionadas ao exercicio de endurance. No musculo
esquelético o PGC-1a é considerado o regulador mestre e o promotor da biogénese
mitocéndrial, de maneira que uma unica sessdo de exercicio eleva a expressao
génica elou proteica do PGC-1a (Mathai et al, 2008). Em camundongos, a
superexpressao muscular do PGC-1a resulta em elevagdo do VO2max, mudanga do
uso de carboidrato para gordura como combustivel em exercicios submaximos, além
de melhora no desempenho (Calvo et al., 2008). No entanto, expressao proteica de
PGC-1a apresenta resultados contraditérios, neste estudo, a expressao proteica de
PGC-1a no musculo em repouso ndo mudou significativamente em resposta ao
treinamento de 3 semanas, apesar de visualmente indicar uma mudanga na ordem
de 16%. Esses resultados coincidem com um estudo (Yeo et al., 2008) e contrasta
com outro (Morton et al., 2009). Por outro lado, o exercicio pode promover
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modificagdes pods-tradugcdo como fosforilagdo na treonina 177 e serina 538 e/ou
deacetilacdo de PGC-1a que também contribuem para a adaptagdo mitocondrial
induzida pelo exercicio e que poderia justificar a melhora no desempenho observada
em ambos os grupos (Jager et al., 2007; Canto et al., 2010).

Do ponto de vista molecular o efeito resultante desejado pela biogénese
mitocondrial € o aumento da quantidade de proteinas que compdéem a cadeia
transportadora de elétrons que se localiza na membrana mitocondrial interna. Neste
estudo, apesar da efetividade do treinamento em melhorar a capacidade aerdbia e
performance, ndo foram encontradas nenhuma alteragdo induzida pelo treinamento
BCGM nas subunidades representativas das proteinas do complexo | ao V (Fig. 8).
No entanto, houve uma tendéncia para efeito do treino nos complexos I, Il e IV.
Esses dados indicam que pequenas mudancas na abundancia de proteinas

mitocondriais podem alterar a fungdo mitocondrial.

Outros estudos avaliaram o efeito do treino BCGM na cadeia transportadora
de elétrons, mais precisamente no complexo IV. Apds trés semanas de treinamento
com BCGM um estudo que avaliou o complexo IV em suas subunidades Il e IV
encontrou efeito do treino duas vezes ao dia em relagdo ao controle apenas no
complexo IV, subunidade IV (Yeo et al., 2008). Ainda, seis semanas de treinamento
foram capazes de elevar o complexo IV subunidade IV independente do conteudo de
glicogénio muscular (Morton et al., 2009). Embora, estudos tenham demonstrado
que o treinamento pode exercer uma resposta adaptativa no complexo IV, nosso
estudo apresenta resultados semelhantes ao estudos de Hulston et al. (2010), onde
nao se observou efeito no complexo IV subunidades Il e IV apds trés semanas de
treinamento com BCGM.

Nosso estudo mostra resultados semelhantes no que concerne a atividade da
CS, apos trés semanas de treinamento entre as situagdes pré e pds-treino quando
realizado duas vezes ao dia ou diariamente. Esses dados estdo em desacordo com
estudos previamente publicados (Yeo et al., 2008; Hulston et al., 2010; Cochran et
al., 2015). A citrato sintase € amplamente aceita como marcador da capacidade
aerdbia e conteudo mitocondrial, isso se deve ao fato desta proteina ser uma das
principais enzimas reguladoras na geragao de energia, agindo como proteina chave

do ciclo do acido citrico (Larsen et al., 2012). No entanto, resultados controversos
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sdo observados em treinamento de endurance de curta duragcdo onde o nao
aumento da atividade da citrato sintase sugere que a melhora na capacidade
aerobia seja devido a melhora em fatores periféricos que precedem alteragdes no
conteudo mitocondrial, como por exemplo, aprimoramento na oferta de O (Leek et
al., 2001). Por fim, indicios apontam para uma maior correlagdo entre nivel de
atividade fisica e fungdo mitocondrial (avaliada pela respiragdo mitocondrial), em
comparagao ao conteudo mitocondrial (avaliado pela atividade da citrato sintase),
corroborando com nossos resultados (Bishop et al., 2014).

Para o nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que usa microscopia
eletrénica para abordar o papel do treinamento BCGM no conteudo e na localizagao
mitocondrial e lipidica. A medida que o treinamento com baixo glicogénio foi
associado ao aumento da capacidade de oxidagdo da gordura e biogénese
mitocondrial (Yeo et al., 2008; Hulston et al., 2010), era esperado um aumento no
conteudo mitocondrial e lipidico, visto que o treinamento de endurance prolongado
(6-7 semanas) sem manipulagdo de GM resulta em incremento do conteudo
mitocondrial e lipidico no musculo esquelético (Tarnopolsky et al., 2007; Meinild
Lundby et al., 2018) Assim, é provavel que a auséncia de mudancas significativas
estruturais esteja relacionada ao tempo curto de treinamento realizado nesse

estudo, o que esta de acordo com a nao alteracéo na atividade da CS.

De forma geral, os resultados moleculares indicam que ha adaptacdes
similares entre duas estratégias de treinamento com BCGM. O treinamento duas
vezes ao dia permite que a segunda sessdo de treino (1-2h de intervalo) seja
executada com um prévio aumento de alguns genes induzidos pela primeira sessao
de treino, promovendo uma expressdo mais acentuada desses genes apds a
segunda sessdo de treino, o que poderia levar a uma potencializagdo das
adaptagdes ao treinamento. Por outro lado, a restrigdo prolongada de CHO (14 h)
apdés as sessoOes de treinamento de endurance estende a duracdo da ativacao
transcricional de genes especificos envolvidos na biogénese mitocondrial e
utilizagdo de combustivel muscular que sustentam a adaptacdo ao treinamento.
Esses resultados indicam que, por meios diferentes, os dois tipos de treino

promovem adaptacdes moleculares semelhantes.
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Entretanto, o presente estudo demostra pela primeira vez uma diminuigao
significativa no estado 4 da respiragdo mitocondrial, acompanhada por aumento no
RCR no treinamento de duas vezes por dia em comparagdo com o treino diario (Fig.
10). Tomados em conjunto, esses resultados sugerem aumento na eficiéncia
mitocondrial que pode ser explicada pela reducdo do vazamento/deslizamento de
prétons através da membrana mitocondrial interna. A oxidag&o de nutrientes fornece
elétrons para cadeia transportadora de elétrons na forma de NADH e FADH>, o
transito desses elétrons pelos componentes da cadeia promove a extrusao de
prétons da matriz mitocondrial em diregdo ao espago intermembrana, gerando um
gradiente eletroquimico (diferenca de carga e pH) transmembrana. A energia
fornecida pela reentrada de prétons pelo complexo V € finalmente usada para
produzir ATP para fungdes celulares. No entanto, o potencial da membrana
mitocondrial pode ser dissipado por outros meios (vazamento/deslizamento) que néao
a fosforilagdo de ADP, logo, a oxidagdo ndo é 100% acoplada a produgao de ATP.
Esse evento pode ser medido pelo estado 4 da respiracdo mitocondrial, sendo,
portanto, um indicativo de eficiéncia mitocondrial (Liesa e Shirihai, 2013).

Estes resultados estdo de acordo com um estudo anterior comparando
individuos sedentarios e treinados (Zoll et al., 2002; Daussin et al., 2008) e sugerem
um aumento no acoplamento entre a cadeia de transporte de elétrons e a
fosforilagdo (melhora da eficiéncia mitocondrial). Essa diferenca permaneceu
significativa mesmo quando a atividade de CS foi usada como base de referéncia, o
que sugere que a fungdo mitocondrial foi significativamente mais eficiente para o

treinamento duas vezes ao dia.

Entretanto, a maior eficiéncia mitocondrial ndo foi suficiente para alterar as
respostas fisiologicas sistémicas e o desempenho. Os dois treinamentos com BCGM
melhoraram o desempenho, como avaliado pelo aumento significativo da poténcia
meédia durante teste contrarrelogio de 48 kJ (Fig. 7). Esse efeito € paralelo a melhora
em todos os parametros de capacidade aerdbica medidas pelo teste incremental
(Tabela 3). As melhorias de desempenho observadas no teste incremental foram
acompanhadas por redugdes significativas na FC, PSE, VO, VE e VCO: durante o
teste de endurance de carga constante de 100 min realizado na mesma carga de
trabalho absoluta. O custo de oxigénio e o acumulo de lactato foram reduzidos para

ambos os grupos, indicando uma diminui¢do no custo relativo de energia de uma
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determinada intensidade de exercicio. Assim, os dois tipos de treinamento levam a

adaptacdes fisioldgicas similares.

Por ultimo, um resultado interessante e imprevisivel foi que o treinamento
duas vezes ao dia foi mais eficaz na redugdo da PSE durante o exercicio de carga
constante, quando comparado ao treino diariamente. A PSE parece aumentar de
forma proporcional ao nivel de atividade elétrica do musculo e pode ser uma
ferramenta atil para a medic&o indireta da fadiga (Carroll et al., 2017). E possivel
que, ao contrario do treinamento diariamente, ao realizar a segunda sessao de treino
com um curto tempo de recuperagdo (2 h), os individuos ainda estdo sob maior
efeito de fadiga central e periférica (Ross et al., 2007). Logo, isso poderia resultar
em maior esfor¢co do sistema nervoso central durante o Tl e, como resultado, em
melhor adaptacéo a tolerancia ao exercicio, levando a uma maior redugéo na PSE
para a mesma carga absoluta. Os mecanismos de fadiga central ndo foram

avaliados nesse estudo, o que garante futuras investigagdes.
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8 CONCLUSAO

Em conclusédo, este estudo € o primeiro a comparar duas estratégias de
treinamento com BCGM (treinamento duas vezes ao dia e diariamente). Nossos
resultados sugerem que as duas estratégias de treinamento promovem adaptagdes
semelhantes. Por outro lado, dois resultados ganham destaque em relagéo ao efeito
do exercicio prévio 1) a reduc¢do no estado 4 da respiragdo mitocondrial indica um
efeito superior do treino sob efeito do exercicio prévio (duas vezes ao dia) no ganho
da eficiéncia mitocondrial; 2) o fato da PSE ser menor no treinamento realizado duas
vezes ao dia pode indicar uma provavel vantagem dessa estratégia no que concerne

a mecanismos para redugao da sensagao de fadiga.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo indica que as duas estratégias de treinamento com baixo
glicogénio resultaram em adaptagoes fisiolégica semelhantes. Entretanto, o efeito do
treinamento duas vezes ao dia aumentou a eficiéncia mitocondrial. Estudos futuros
devem, portanto, investigar qual via(s) de sinalizagdo estariam relacionadas com a
reducdo no vazamento/deslizamento mitocondrial. Outro ponto interessante foi a
maior redugdo na PSE para a mesma carga absoluta no grupo que treinou duas
vezes ao dia. Dessa forma, investigacbes futuras com o objetivo de avaliar os
mecanismos responsaveis pela maior reducdo na PSE com o treinamento duas
vezes ao dia, e sua possivel relacdo com a redugao da fadiga central e/ou periférica

deveriam ser conduzidos.
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APENDICE 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NUTRIGAO

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

Convido o (a) Sr.(a) para participar, como voluntario (a), do estudo “EXPRESSAO
GENICA E ADAPTACOES METABOLICAS INDUZIDAS PELO TREINAMENTO
COM BAIXO GLICOGENIO MUSCULAR”.

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

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
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Titulo do Projeto: Adaptagdes agudas e cronicas ao treinamento com conteudo de

glicogénio muscular reduzido.

Pesquisador Responsavel: Carol Virginia Gois Leandro.

Endereco/Telefone/e-mail para contato (inclusive ligagdes a cobrar): Laboratorio de

Fisiologia e Farmacologia. Departamento de Nutricdo. Av. Prof. Moraes Rego, 1235
— Cidade Universitaria, Recife — PE. CEP: 50670-901 ou Nucleo de Educacéo Fisica
e Ciéncias do Esporte. Centro Académico de Vitéria. Rua do Alto do Reservatorio
s/n, Bela Vista. Vitéria de Santo Antdo/PE. CEP: 55608-680 / (81) 35233351/

carolleandro22@amail.com.

Pesquisadores participantes: Victor Amorim Farias Andrade de Souza; Adriano

Eduardo Lima da Silva.

Telefones para contato: (81) 35233351

= Que o estudo se destina a entender como o treinamento com conteudo de

glicogénio muscular reduzido melhora o desempenho no exercicio fisico;

= Que a importancia deste estudo é investigar as adaptagdes crénicas
causadas pelo treinamento em diferentes estratégias de redu¢do do conteudo
de glicogénio muscular, sobre o desempenho em uma prova de ciclismo
contra-relégio de 47.8 kd. Adicionalmente, as estratégias utilizadas no estudo
sdo importantes para manutencdo da saude, por exemplo, para individuos
que apresentam sindrome metabdlica, pois treinar com baixo conteudo de
GM poderia ser uma alternativa para aumentar a oxidagdo de lipidios e
consequentemente reduzir os riscos ligados a obesidade; e podem ser uma
alternativa para gerar maiores adaptagdes durante o periodo de pré-
temporada e formar a base para o periodo competitivo.

= Que esse estudo comegara em Marco de 2016, com previsao de termino para
Dezembro de 2016, mas eu estou ciente que a minha participagdo resume-se
trés semanas de treinamento mais duas avaliagbes preliminares, duas

avaliagdes antes e duas avaliagdes apds o periodo de treinamento.
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Que o estudo sera feito da seguinte maneira: Eu deverei visitar o laboratoério
de Fisiologia do Exercicio do Centro Académico de Vitoria, CAV/UFPE, vinte
e duas vezes. Na primeira visita, serei submetido a teste incremental até a
exaustao onde os pesquisadores aumentam a intensidade do esfor¢co a cada
quatro minutos até eu n&o conseguir mais pedalar ou pedir para interromper o
teste. Este teste tera a duragdo aproximada de 30 minutos. Na visita 2,
realizarei um exercicio de 100 min em carga constante e a execugéo da prova
contra-relégio de ciclismo de 47.8 kj. Posteriormente, serei selecionado para
participar das dezoito sessbes de treinamento dentro de um periodo de 3
semanas. Poderei treinar em um dos seguintes grupos, a depender do
sorteio: 1) uma vez diariamente, 6 dias por semana de segunda a sabado,
sendo na noite de um dia e na manha seguinte do outro, com um periodo de
aproximadamente 16h de recuperacdo entre as sessodes. Durante esse
periodo de recuperacéao irei consumir duas refeicdes contendo 7 % CHO, 60
% lipidios e 33 % proteinas cada uma, ou; 3) duas vezes no mesmo dia, 3
dias por semana de segunda, quarta e sexta-feira, sendo duas sessdes de
treino realizadas pela manha e separadas por um periodo de 2h. Durante
esse periodo de recuperagado irei consumir somente agua. As sessdes de
treinamento constituirdo de uma sess&o de treino de carga fixa e outra de
treino intervalado, onde tera periodos de alta intensidade e repouso. As duas
sessOes juntas terdo duragcdo de aproximadamente 135 minutos. Nas duas
sessdes apods o periodo de treinamento realizarei novamente os exercicios de

carga constante e contra-relogio de ciclismo de 47.8 k.

Eu fui informado que os testes ou treinamentos poderao ser interrompidos por

decisao dos pesquisadores ou caso eu me sinta cansado e indisposto.

Eu fui informado que durante a primeira visita e quarenta e oito horas apés o
periodo de treinamento, irei realizar um micro bidpsia do musculo vastus
lateralis, com anestesia local, utilizando a técnica de agulha de bidpsia
subcutanea com sucgdo. O procedimento de biopsia muscular sera realizado
por um médico experiente, que ja realiza essas medidas rotineiramente.
Antes do procedimento de retirada de 40-50 mg de massa muscular, o
medico anestesiara a pele e a fascia sobrejacente ao musculo usando 1 % de

xilocaina.
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Eu fui informado que imediatamente antes e apds as provas contra-relogio de
ciclismo pré e pos treinamento, serdo coletados 50 microlitros de sangue
arterializado do lobulo da orelha. Antes e apds os exercicios de carga
constante de 100 min serdo coletados amostras de 8 mililitros de sangue
venoso. Assim, antes do inicio do protocolo, um cateter sera fixado na minha
veia do brago com infusao periddica de salina estéril para evitar a coagulagao

e obstrugcdo da passagem do sangue pelo cateter.

Que existem riscos quanto a realizagdo da coleta de sangue e da bidpsia
muscular, mas que o0s pesquisadores irdo adotar todos os procedimentos

conhecidos para amenizar esses riscos.

Que os possiveis riscos a minha saude fisica e mental sdo: desconforto,
hematomas, contusdes temporarias no local da biopsia, dor, dor tardia,
sangramento, sensacao alterada da localizagdo da pele, tonturas e mal estar

que possam ocorrer durante o teste.

Que ndo existem outros meios conhecidos para se obter os mesmos

resultados.

Que deverei contar com a seguinte assisténcia: caso eu tenha algum
problema, eu serei transportado de ambulancia publica ou de automovel
particular para o hospital publico mais proximo da Universidade, sendo
responsavel pelo transporte o professor Dr. Adriano Eduardo Lima da Silva
e/ou professora Dr.? Carol Virginia de Gois Leandro.

Que os beneficios que deverei esperar com a minha participagdo, mesmo que
nao diretamente sdo: eu terei acesso a qualquer resultado referente ao meu
teste e que poderei, a qualquer momento, esclarecer minhas duvidas com o

pesquisador responsavel.

Que a minha participacdo sera acompanhada do seguinte modo: O médico
especializado ira realizar as coletas de tecido muscular, por meio da bidpsia
muscular e o professor responsavel ira realizar os meus testes e treinamentos
e eu estarei sendo monitorado por um monitor cardiaco durante todas as

sessoes.

Que, sempre que desejar serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma

das etapas do estudo.
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= Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do
estudo e, também, que eu poderei retirar este meu consentimento, sem que

isso me traga qualquer penalidade ou prejuizo.

= Que as informagdes conseguidas através da minha participacdo né&o
permitirdo a identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo
estudo, e que a divulgacdo das mencionadas informagdes sé sera feita entre
os profissionais estudiosos do assunto.

= Nome e Assinatura do pesquisador

Prof®. Dr2. Carol Virginia Gois Leandro

As informacgdes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas
em eventos ou publicagdes cientificas, ndao havendo identificacdo dos
voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o
sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa (entrevistas,
filmagens, etc), ficardo armazenados no computador do Laboratério de Fisiologia
do Exercicio, sob a responsabilidade do pesquisador principal, no endereco

acima informado, pelo periodo de no minimo 5 anos.

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

participagdo na pesquisa, conforme decisao judicial ou extra-judicial.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNETARIO

Eu,
, RG: ,CPF: , abaixo

assinado, apos a leitura deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar

e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em

participar do estudo “Adaptacbdes agudas e crénicas ao treinamento com conteudo
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de glicigénio muscular reduzido” — Estudo 1, como sujeito. Fui devidamente
informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a)
sobre a pesquisa, os procedimentos nela

envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu

acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e

aceite do sujeito em participar.
02 testemunhas (n&o ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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ANEXO 1. Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco (CEP/CCS/UFPE).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W““‘
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

G- G- UFE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Adaptagdes agudas e crénicas ao treinamento com contetido de glicogénio muscular
reduzido

Pesquisador: Victor Amorim Farias Andrade de Souza

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 30378414.8.0000.5208

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Patrocinador Principal: CNPQ

DADOS DO PARECER

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

Apresentacao do Projeto:

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

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

Objetivo da Pesquisa:

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

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

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE Wm
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

GeP- 608 - UFFE

Continuagao do Parecer: 728.899

ciclismo no mesmo dia.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

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

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

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

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Os termos de apresentagéo obrigatéria estdo anexados a Plataforma Brasil.

Recomendagoes:
Sem recomendagées.

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

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

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

Projeto foi avaliado e sua APROVACAO definitiva ser4 dada, apés a entrega do relatério final, na
PLATAFORMA BRASIL, através de “Notificagdo " e, apds apreciagdo, sera emitido Parecer
Consubstanciado .
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Endereco:

Bairro: Cidade Universitaria

UF: PE
Telefone:

RECIFE, 25 de Julho de 2014

Assinado por:
GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)

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

CEP: 50.740-600
Municipio: RECIFE

(81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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COMPROVANTE DE ENVIO DO PROJETO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Adaptacgdes agudas e cronicas ao treinamento com conteudo de glicogénio
muscular reduzido

Pesquisador:  Victor Amorim Farias Andrade de Souza

Versao: 3

CAAE: 30378414.8.0000.5208

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DADOS DO COMPROVANTE

Numero do Comprovante: 016479/2016
Patrocionador Principal: CNPQ

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

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