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O héabito do homem culto € aperfeicoar-se pelo siléncio

e desenvolver a virtude pela frugalidade.

Sem desprendimento ndo é possivel purificar a vontade.

Sem a serenidade nao é possivel ir longe.

O estudo exige calma, o talento exige estudo.

Sem estudo ndo é possivel expandir o talento.

Sem calma néo é possivel realizar o estudo.

Se for pregui¢oso, ndo conseguira realizar uma pesquisa perfeita.
Se for impulsivo, ndo conseguira governar sua natureza.

Os anos voam com as horas, as aspira¢des fogem com 0s anos.
No fim envelhecemos e sucumbimos.

De que adiantara lamentar a pobreza?

Sun Tzu (400 a.C)
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RESUMO

EFEITO DO TREINAMENTO CONCORRENTE NA EXPRESSAO GENICA E
PROTEICA ASSOCIADAS A HIPERTROFIA MUSCULAR.

Autor: EDUARDO OLIVEIRA DE SOUZA
Orientador: PROF. DR. CARLOS UGRINOWITSCH

Diversos atletas e praticantes de atividades fisicas incorporam em suas rotinas
de treinamento, exercicios aerébios e de forca motora simultaneamente. Contudo,
essa combinacdo conhecida como treinamento concorrente (TC) tem demonstrado
uma atenuacdo da resposta adaptativa da forca e hipertrofia muscular. O presente
estudo analisou se alguns genes e proteinas envolvidos na resposta hipertrofica e na
biogénse mitocondrial do muasculo esquelético poderiam explicar a atenuagdo da
resposta adaptativa com o TC. Trinta e sete sujeitos foram divididos nos grupos:
controle (C), aerdbio (TA), forca (TF) e concorrente (TC) e submetidos a oito
semanas de treinamento. Os resultados significantes foram: aumento na forca
dindmica maxima de 270,3 (¥45,5) para 320,3 (¥57,0) Kg para o TF e de 268,4
(+47,6) para 315,7 (63,5) para o TC; area de secc¢do transversa do quadriceps de
8332,4 (+817,5) mm? para 8849,5 (+893,3) mm? para o TF e de 8340,8 (+1000,0)
mm? para 8996,8 (+919,5 Ymm? para o TC; o gene da mTOR demonstrou aumento
significante de 1,01 (x0,10) U.A para 1,44 (+0,17) U.A no TF e reducdo de 1,01
(+0,15) para 0,536 (+ 0,25) U.A da p70°°! no TC; a expresséo total da proteina
p70°** demonstrou aumentou no grupo TC em relacdo ao C (1,1 (+0,2) U.A vs 0,8
(+0,3) U.A), a fosforilacdo da Akt no residuo ser473 e da p70°®**'no residuo thr389
aumentou somente no TF em relacdo ao C (1,3 (¥0,2) U.Avs 0,9 (x0,1) U Ae 1,3
(x0,4) vs 0,8 (%0,3) U.A, respectivamente). O grupo TF e TC demonstraram

adaptacdes similares nas variaveis de forca e hipertrofia muscular apesar de



Xiv

algumas diferencas na resposta molecular. Esses achados indicam que na fase
inicial do TC as diferencas na adaptacdo molecular nao refletem em alteragbes na

forca e hipertrofia muscular quando comparadas ao TF.

Palavras chaves: Treinamento concorrente, crescimento muscular, vias de

sinalizacao.
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ABSTRACT

EFFECT OF CONCURRENT TRAINING ON GENE AND PROTEIN EXPRESSION
ASSOCIATED WITH SKELETAL MUSCLE HYPERTROPHY

Author: EDUARDO OLIVEIRA DE SOUZA
Advisor: PROF. DR. CARLOS UGRINOWITSCH

Many athletes and individuals involved in physical training perform strength and
endurance exercises in the same training unit. However, this combination, referred as
concurrent training (CT), has shown to blunt strength and skeletal muscle growth
responses. This study investigated whether some genes and proteins associated with
muscle growth and mitochondrial biogenesis may explain the decreased adaptive
response to CT. Thirty seven participants were divided into four groups: control (C),
endurance (TA), strength (TF) and concurrent (TC) and submitted to eight weeks of
training. Significant results were found in the following variables from pre to post
training: maximum dynamic strength - TF from 270,3 (x45,5) to 320,3 (¥57,0) Kg and
TC from 268,4 (£47,6) to 315,7 (x63,5); quadriceps cross sectional area (CSA) - TF
from 8332,4 (+817,5) mm? to 8849,5 (+893,3) mm?, TC from 8340,8 (+1000,0) mm? to
8996,8 (+919,5\mm?% mTOR gene expression increased significantly post-training
only for the TF (1,01 (+0,10) A.U to 1,44 (+0,17) A.U) and p70°%*! was significantly
reduced post-training (1,01 (20,15) to 0,536 (+ 0,25) A.U) for the TC; p70°°! total
protein content was significantly greater after TC when compared with C (1,1 (x0,2)
U.A vs 0,8 (+0,3)) and phosphorylation of both Akt at ser473 and p705%* at thr389
increased only after TF compared with C (1,3 (x0,2) U.A vs 0,9 (¥0,1) U.A and 1,3
(x0,4) vs 0,8 (£0,3) U.A, respectively). TF and TC groups had similar improvements in
muscle strength and hypertrophy, besides some differences in the molecular
responses. These differences at the molecular level in early phases of the TC do not
blunt muscle strength and hypertrophy adaptations compared with the TF.

Key words: Concurrent training, muscle growing, signaling pathways



1. INTRODUCAO

O mausculo esquelético é um tecido que apresenta grande plasticidade,
possuindo a capacidade de se adaptar a alteracdes na atividade neuromuscular e na
disponibilidade tanto de substratos quanto de horménios (HOOD, IRRCHER,
LJUBICIC e JOSEPH, 2006). Esta capacidade de adaptacdo muscular € dependente
da demanda funcional especifica (ATHERTON, BABRAJ, SMITH, SINGH, RENNIE e
WACKERHAGE, 2005). Alguns exemplos destas adaptacdes podem ser notados
quando individuos sao submetidos a diferentes situacfes de diminuicéo (ex: repouso
absoluto ou imobilizacdo) ou de aumento (ex: treinamento de forca e/ou aerdbio) da
atividade muscular.

Especificamente em relacdo ao aumento da atividade muscular, a associacao
de diferentes estimulos de treinamento constitui uma estratégia utilizada ndo so6 por
atletas que necessitam desenvolver diferentes capacidades motoras, mas também
por praticantes de atividades fisicas que buscam melhoras na estética e na saude. O
exemplo mais usual de tal associagao é o treinamento concorrente (TC).

O TC consiste na realizagéo de exercicios que desenvolvam a forga muscular
e a resisténcia aerobia, dentro da mesma unidade de treino. Porém, este modelo de
treinamento tem demonstrado uma redugdo na resposta adaptativa cronica,
caracterizada pela diminuicdo nos ganhos de forca e na hipertrofia muscular
(KRAEMER, PATTON, GORDON, HARMAN, DESCHENES, REYNOLDS, NEWTON,
TRIPLETT e DZIADOS, 1995; PUTMAN, XU, GILLIES, MACLEAN e BELL, 2004) e
conhecida na literatura como fendmeno de interferéncia (DOCHERTY e SPORER,
2000).

Com relacdo aos ganhos de forca muscular, a interferéncia tem sido atribuida
tanto a fatores agudos, relacionados a ordem dos estimulos de treinamento dentro
em uma sessao, como a fatores crénicos, relacionados ao overtraining e a qualidade
do estimulo de treino (CRAIG, LUCAS, POHLMAN e STELLING, 1991) (LEVERITT,
ABERNETHY, BARRY e LOGAN, 1999) (DE SOUZA, TRICOLI, FRANCHINI,
PAULO, REGAZZINI e UGRINOWITSCH, 2007). Contudo, os modelos de
interferéncia propostos ainda nao conseguiram apontar o(s) mecanismo(s)

responsavel (eis) por esse fendmeno. Diversos fatores contribuem para essa lacuna



sobre 0os mecanismos responsaveis pelo efeito de interferéncia, como o uso de
diferentes protocolos de treinamento, nivel de experiéncia dos participantes,
auséncia de controle nutricional, e as técnicas de pesquisa utilizadas para esclarecer
0 problema.

Com a crescente utilizacdo das técnicas de biologia molecular para com o
intuito de investigar as adaptagBes ao exercicio fisico, alguns pesquisadores tém
sugerido mecanismos especificos de sinalizagdo intracelular que teriam potencial
para explicar o fenbmeno da interferéncia no TC (NADER, 2006; COFFEY e
HAWLEY, 2007; HAWLEY, 2009).

Embora o TC atue de maneira similar ao TF e ao TA no fendtipo das fibras
musculares, ele promove uma atenuacdo na hipertrofia muscular das fibras tipo |
(KRAEMER et al., 1995; BELL, SYROTUIK, MARTIN, BURNHAM e QUINNEY, 2000)
(PUTMAN et al., 2004), que parece estar associada a fatores intrinsecos a fibra
muscular. De acordo com esses autores, o componente aerdobio do TC ativaria
proteinas intramusculares que causariam a inibicdo da sintese protéica, responsavel
pelo processo de hipertrofia muscular, prejudicando o acumulo de proteinas na célula
muscular e consequente aumento do volume celular (COFFEY e HAWLEY, 2007)
(NADER, 2006).

De fato, o exercicio aerébio pode produzir um turnover de ATP, até 80 vezes
maior do que o treinamento de for¢ca (WILKINSON, PHILLIPS, ATHERTON, PATEL,
YARASHESKI, TARNOPOLSKY e RENNIE, 2008) ocasionando assim, um acumulo
de metabdlitos, que somado a auséncia de liberacdo de fatores de crescimento,
ativam proteinas associadas a processos cataliticos e a biogénese mitocondrial. Uma
delas é a Adenosine monophosphate-activated kinase (AMPK). Essa proteina é um
complexo heterotrimérico, cuja funcdo € monitorar o estado energético da fibra
muscular através de alteracbes na razdo AMP:ATP (WINDER, TAYLOR e
THOMSON, 2006). Uma vez ativada, a AMPK inibe os processos anabdlicos que
demandam um elevado consumo de ATP, como a sintese protéica (BOLSTER,
CROZIER, KIMBALL e JEFFERSON, 2002).

Por outro lado, o exercicio de for¢ca resulta na ativacado das proteinas quinase
b, também conhecidas como (Akt). Essas proteinas sao serinas treoninas quinases

envolvidas na modulacdo da sintese de proteinas e, consequentemente, da



hipertrofia muscular. Uma vez ativada, a AKt é responsavel por fosforilar uma série
de proteinas-alvo que podem induzir & sintese protéica, aumentando a transcricdo
génica e a proliferacdo celular (GLASS, 2003). Uma dessas proteinas € a
mammalian target of rapamycim (MTOR), que estd envolvida na regulacdo do
crescimento celular. Por exemplo, sob a agcdo da rapamicina, um bloqueador da
atividade da mTOR, ha diminuicdo da sintese protéica e da hipertrofia muscular
induzida pelo treinamento de forca (BODINE, STITT, GONZALEZ, KLINE, STOVER,
BAUERLEIN, ZLOTCHENKO, SCRIMGEOUR, LAWRENCE, GLASS e
YANCOPOULOS, 2001).

De maneira similar, a atividade da mTOR e a sintese de proteinas, também
parecem ser reduzidas quando a expressao da AMPK é elevada. O aumento da
AMPK induzido tanto por agonista farmacolégico (AICAR) quanto por
eletroestimulacéo simulando treinamento aerobio, reduziu a taxa de sintese protéica,
em associacdo com a diminuicdo da fosforilacdo da Akt *"* e da mTOR®®"#*®
(BOLSTER et al., 2002) (ATHERTON et al., 2005). Essas evidéncias sugerem que
durante o TC, o exercicio aerébio, ou a somatoria dos dois estimulos (aerdbio e
forca) poderia ativar a AMPK em maior magnitude que as vias de sintese protéica,
inibindo parcialmente a resposta hipertrofica.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Verificar se alteracbes em alguns genes e proteinas, responsaveis pela
modulacdo da hipertrofia muscular e biogénese mitocondrial, podem explicar o
fendbmeno de interferéncia observado no treinamento concorrente.

2.2. Objetivos especificos

a- Verificar se 0 aumento na expressao génica e protéica de AMPK
observado durante o TA afeta negativamente a hipertrofia muscular no TC.



b- Verificar se o0 TC afeta a expressao de genes e proteinas relacionados
a hipertrofia muscular quando comparado ao TF isolado.

c- Verificar se diferencas no padrdo de expressdo génica e protéica
podem estar associadas as adaptacbes funcionais e morfologicas

diferenciadas entre os modelos de treinamento.

3. REVISAO DE LITERATURA

A sequéncia de topicos na presente revisdo de literatura tem como objetivo
primeiramente caracterizar o TC e suas implicagao na producao de forga e hipertrofia
muscular. Na sequéncia, as respostas moleculares agudas e crdnicas aos
treinamentos isolados de aerdbio e forca TA e TF serdo apresentadas, assim como

um modelo de interferéncia que se iniciaria em nivel molecular, em resposta ao TC.

3.1. Treinamento concorrente e forca muscular

Baseado no principio da especificidade, o TF provoca adaptagbes morfo-
funcionais especificas e diferenciadas quando comparadas aquelas provenientes do
TA (STARON, KARAPONDO, KRAEMER, FRY, GORDON, FALKEL, HAGERMAN e
HIKIDA, 1994) (LEVERITT et al., 1999). Em geral, as adaptacfes resultantes apds
um programa de TF incluem aumento na massa muscular e na capacidade de
producéo de for¢ca (HICKSON, 1980; HAKKINEN, ALEN, KRAEMER, GOROSTIAGA,
IZQUIERDO, RUSKO, MIKKOLA, HAKKINEN, VALKEINEN, KAARAKAINEN,
ROMU, EROLA, AHTIAINEN e PAAVOLAINEN, 2003). Por outro lado, o TA diminui o
conteado miofibrilar para otimizar a cinética do consumo maximo de oxigénio
(VO2max) (HOLLOSZY e COYLE, 1984; BASSETT e HOWLEY, 2000; TANISHO e
HIRAKAWA, 2009).

Dessa maneira, devido a incongruéncia entre as adaptacoes produzidas pelos
dois modelos de treinamento isoladamente, o desenvolvimento maximo dessas duas
capacidades nem sempre é possivel quando elas sao treinadas simultaneamente.

Sugerindo assim, que a producdo de forca medida pelo teste de uma repeticao



maxima (1RM) ou o consumo maximo de oxigénio (VO.max) poderdo ser afetados
ap6s um programa de TC.

Poucos estudos verificaram interferéncia no VOomax apds o TC (NELSON,
ARNALL, LOY, SILVESTER e CONLEE, 1990). Por outro lado, a maioria dos estudos
que investigou o TC observou uma diminuicdo nos ganhos de forca, quando
comparados com o treino de forca isoladamente (HICKSON, 1980; CRAIG et al.,
1991). Essa diminuicdo da resposta adaptativa € definida como “efeito de
interferéncia” (DOCHERTY e SPORER, 2000).

HICKSON (1980) foi o primeiro a verificar esse efeito no desempenho da
forca muscular em individuos destreinados. Nesse estudo, 0s grupos treinaram por
10 semanas. Até a sétima semana o0s grupos TF e TC tiveram os mesmos ganhos
em forca, porém, ap0s a oitava semana, o0 grupo TC atingiu um platdé no
desenvolvimento de forga, terminando o estudo com um ganho de 25%, enquanto o
TF demonstrou um ganho de 44%.

Essa atenuacao verificada nos ganhos de forca muscular tem sido atribuida
tanto a fatores agudos, relacionados a ordem da sessao, quanto a fatores cronicos
relacionados a divergéncia dos estimulos e a fatores relacionados a sobreposicéo
das cargas de treinamento (i.e. overtraining), que podem diminuir a qualidade do
estimulo de treinamento, levando ao efeito de interferéncia (LEVERITT et al., 1999)
(DOCHERTY e SPORER, 2000).

Quando os componentes do TC, forca e resisténcia aerdbia séo treinados no
mesmo dia, a capacidade que é treinada primeiro pode causar uma fadiga residual, o
gue, em tese, atrapalharia o desempenho da capacidade subsequente. Dessa forma,
a hipotese do efeito agudo sugere que a diminuicdo no desempenho do exercicio de
forca realizado subsequentemente ao exercicio aerébio, poderia causar o efeito de
interferéncia. De fato, o exercicio aerdbio intermitente em intensidade elevada,
produz diminuigdes na forca maxima isométrica, ativacdo muscular e resisténcia de
forca (BENTLEY, SMITH, DAVIE e ZHOU, 2000; SPORER e WENGER, 2003). Por
outro lado, o exercicio continuo ndo diminui a forca maxima e a resisténcia de forca
(DE SOUZA et al., 2007).

Diante dessa hipotese, a sequéncia de realizacdo do TF e TA, dentro de uma

sessdo de TC, poderia afetar o desempenho de uma capacidade ou de outra, mas



poucos estudos verificaram o efeito da ordem da sessdo, sem resultados
conclusivos. De fato, essa queda aguda no desempenho de forca tem sido verificada
em diversos estudos (ABERNETHY, 1993) (SPORER e WENGER, 2003) (DE
SOUZA et al., 2007), porém, ndo esta claro se essa reducao € um fator determinante
na diminuicdo do desenvolvimento de forca atipico observado nos protocolos de TC.

A hipotese crbnica € baseada na exposicdo de estimulos divergentes de
treinamento. Ha muito tempo evidencia-se que o TF pode causar decréscimo na
densidade capilar (SCHANTZ, 1983) e na densidade mitocondrial (MACDOUGALL,
SALE, MOROZ, ELDER, SUTTON e HOWALD, 1979). Essas adaptacdes poderiam
prejudicar o desempenho aerdbio e/ou consumo maximo de oxigénio. Por outro lado,
SALE et al.(1990) (SALE, JACOBS, MACDOUGALL e GARNER, 1990)
demonstraram que o TA promove uma atenuacdo na hipertrofia muscular, sendo
essa, uma resposta adaptativa capaz de diminuir o desempenho de for¢ga motora.
Sendo assim, a hipétese crdnica sustenta-se na divergente resposta dos modelos de
TA e TF realizados de maneira isolada, uma vez que, algumas dessas adaptactes
podem ser consideradas antagonicas.

DOCHERTHY E SPORER (2000) também levantaram a hipGtese de que,
dependendo da intensidade do TA, as adaptacdes decorrentes poderiam ser mais
centrais ou periféricas. Isto €, em intensidade entre 60-80% do VOgayax, as
adaptacdes sdo predominantes no componente central (adaptacdo cardiovascular),
por outro lado, as adaptacdes periféricas predominariam quando o masculo entrasse
em um estado de hipdxia, ou seja, quando a intensidade de treinamento é maior que
90% do VOzmax-

De acordo com o0s mesmos autores, o TF também demonstraria essa
especificidade. Quando o TF é realizado entre 1-5RM haveria melhoras do
componente central, nesse caso, na capacidade de ativagdo neuromuscular, e
quando realizado entre 8-12RM produziria adaptagcdes predominantemente
periféricas (aumento na area de seccao transversa do musculo).

Com isso, 0s autores sugeriram haver uma possivel zona para o efeito de
interferéncia, que ocorreria quando a intensidade dos dois modelos de treinamento
disputasse 0 mesmo sitio de adaptacao (i.e. central ou periférico). Todavia, 0 modelo

proposto ndo se mostra totalmente efetivo, haja vista, que programas de TC fora



dessa zona de interferéncia também demonstraram o efeito de interferéncia. Por
exemplo, no estudo de HICKSON (1980), o TF foi realizado com séries de 5RM e TA
proximo ao VOzmax. Nesse caso, o componente central dos dois estimulos néo
disputariam o mesmo sitio de adaptacdo e, mesmo assim, foi observado atenuacao
nos ganhos de forga do grupo TC.

Por ultimo, a hipotese associada ao overtraining tenta explicar a queda no
desempenho de forca pelo excesso de treinamento. Invariavelmente, o grupo que
realiza o TC, € submetido ao dobro do nimero de sessdes, caracterizado pela soma
do numero de sessdes de TA e TF. Alguns autores tem atribuido o efeito de
interferéncia a esse alto volume de treinamento (MCCARTHY, AGRE, GRAF,
POZNIAK e VAILAS, 1995).

Contudo, o overtraining € uma condi¢cdo complexa caracterizada por um grupo
de sintomas e anormalidades que sempre incluem queda na performance (FOSTER,
1998). Sendo assim, existem dois motivos que dificultam a aceitacdo dessa hipotese.
Primeiro, protocolos com baixo volume e intensidade, demonstraram atenuagcao na
hipertrofia e forca muscular (DUDLEY e DJAMIL, 1985; MCCARTHY, POZNIAK e
AGRE, 2002). Segundo, se essa condicdo promove queda na performance, seria
esperada uma queda em ambas as capacidades e, invariavelmente, a queda de
performance ocorre apenas no componente forca de quem realiza o TC.

Desta maneira, olhando apenas para a adaptacado final (forca maxima) fica
dificil o entendimento do efeito de interferéncia. A comparacéo entre os estudos, que
utilizam diferentes protocolos, periodos, frequéncias e niveis diferenciados de
treinamento dos voluntarios nem sempre € vidvel para a identificacdo de um
mecanismo responsavel pela interferéncia. Desta maneira, se faz necessario a
integracéo dos diferentes niveis hierarquicos do processo adaptativo, haja vista, que

o TC também produz uma resposta peculiar na hipertrofia muscular.
3.2. Treinamento concorrente e hipertrofia muscular
As respostas adaptativas ao treinamento aerdébio e de forca realizados de

maneira isolada, indicam uma incompatibilidade caracteristica ao TC, ja que

miofibrilas e mitocondrias parecem competir pelo espaco intracelular, pois perfazem,



juntamente com o reticulo sarcoplasmatico, a maior parte do volume da célula
muscular (ROME e LINDSTEDT, 1998).

Essa competicdo acontece quando os dois tipos de treinamento ativam as
mesmas unidades motoras. Por exemplo, o TF parece recrutar todo o pool de
unidades motoras presente nos musculos esqueléticos, pois ativa as unidades
motoras lentas, rapidas com alta resisténcia a fadiga e rapidas com baixa resisténcia
a fadiga (ENOKA e STUART, 1992). Por outro lado, o TA ativa preferencialmente as
unidades motoras lentas, pois as unidades motoras rapidas parecem ser ativadas
apenas em intensidades mais proximas a do VOzmax (SALE, 1988). Dessa forma, as
unidades motoras lentas, compostas preferencialmente por fibras tipo I, séao
solicitadas tanto no TF quanto no TA (KRAEMER et al., 1995).

KRAEMER et al. (1995) foram os primeiros a demonstrar atenuagcdo da
resposta hipertréfica na fibras tipo | apés o TC. Os sujeitos foram submetidos a um
protocolo experimental de quatro sessdes semanais durante 12 semanas. O TA
consistiu em corridas continuas de 40 minutos (segunda e quinta-feira) e tiros de 200
a 800 metros variando a relacéo exercicio/descanso de 1:4 para 1:0,5 (terca e sexta-
feira). Ja o TF foi composto de 2-3 séries de 10-15 RM (segunda e quinta-feira) e 3-5
séries de 5-6 RM (terca e sexta-feira). O TC combinou as sessfes de TA e TF,
guatro vezes por semana, com intervalo de 4/6 horas entre as sessfes. O grupo que
realizou o TA demonstrou uma diminui¢do significante na area de seccao transversa
das fibras tipo | e Il. O grupo TF aumentou a area das fibras | e IIA e o grupo TC
demonstrou aumento apenas nas fibras tipo IIA, a area de seccdo transversa das
fibras tipo | ndo demonstrou alteracdo significante (pré 5.008+874 e pos 4.756+692
um?).

PUTMAN et al. (2004) observaram resultados semelhantes apds 12 semanas
de treinamento. Nesse protocolo o TA consistiu em trés sessfes semanais, sendo
duas de carater continuo, com duragdo de 30 a 42 minutos no limiar ventilatério, e
uma sessdo de carater intermitente a 90% do VOauax (i.e 3min exercicio/ 3min
recuperacao passiva). O TF consistiu em 2-6 séries de 4-10 repeticbes a 70-85% de
1RM, em trés sessbes semanais. O grupo TC realizou 0 mesmo protocolo do TA e do
TF, em dias alternados, seis vezes por semana. O grupo TA nao demonstrou

nenhum aumento na area de secc¢ao transversa das fibras. O grupo TF demonstrou



um aumento na é&rea das fibras tipo | e lla de 17% e 13%, respectivamente.
Similarmente aos achados de KRAEMER et al.(1995), somente as fibras tipo lla
(18%) apresentaram aumento na area de secc¢do transversa apos o TC (PUTMAN et
al., 2004).

Outro dado importante é que, em estudos com menor volume e intensidade, a
resposta hipertrofica nas fibras tipo | apés o TC, também é inibida (MCCARTHY et
al., 2002). MACCARTHY et al. (2002) defendem que pode haver compatibilidade
entre os dois componentes, desde que haja uma reducdo no volume total e na
intensidade de treinamento. Entretanto, ap6s 10 semanas de TC com sessfes que
nao ultrapassavam uma hora, com 10 a 20 minutos de intervalo entre os
componentes, a area de seccdo transversa das fibras tipo | ndo demonstrou
alteracao significante.

Sendo assim, parece que a introducdo de TA, durante um periodo de TF,
modula negativamente a resposta hipertréfica do pool de fibras musculares, quando
comparado ao TF isolado. Como a resposta hipertréfica esta diretamente ligada ao
aumento da sintese protéica no tecido muscular, algum mecanismo parece agir
negativamente nas fibras tipo | durante o TC. Assim, serdo caracterizadas a seguir,
algumas das respostas moleculares agudas e crbénicas do TF e TA, assim como as
vias de sinalizagdo intracelular especificas para a sintese protéica e sua interacao

com o componente aerébio do TC.

3.3 Func¢ao da via AKt/mTOR no crescimento do musculo esquelético.

O tecido muscular possui plasticidade elevada sendo capaz de sofrer
adaptacdes diferenciadas em resposta ao treinamento especifico. A somatoéria das
alteragbes produzidas pelo exercicio fisico, em cada uma das sessdes de
treinamento, gera um remodelamento muscular que promove essa adaptacdo
(HOOD et al., 2006). Esse processo envolve eventos celulares especificos que
iniciam-se no meio extracelular e ativam vias de sinalizacdo intracelular especificas
ao estimulo oferecido (ATHERTON et al., 2005). O exercicio fisico pode estimular
vias que regulam o equilibrio energético celular, a biogénese mitocondrial, a

transcricdo génica e a sintese de proteinas, entre outras. (BODINE et al., 2001)
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(NORRBOM, SUNDBERG, AMELN, KRAUS, JANSSON e GUSTAFSSON, 2004)
(NADER, 2005) (COFFEY e HAWLEY, 2007).

A modulacdo da sintese protéica e da hipertrofia muscular é fortemente
regulada por fatores de crescimento expressos na célula muscular (BAMMAN,
SHIPP, JIANG, GOWER, HUNTER, GOODMAN, MCLAFFERTY e URBAN, 2001),
um deles é o fator de crescimento similar & insulina do tipo 1 (IGF-1). E importante
salientar que o gene do IGF-1 pode sofrer splicing alternativos em diferentes regides
e produzir diferentes RNAm que resultardo em isoformas de IGF (IGF-1Ea, IGF-1Eb,
IGF1-Ec). Aumento nas isoformas de IGF-1 é visualizado apds 5 semanas de TF
(HAMEED, LANGE, ANDERSEN, SCHJERLING, KJAER, HARRIDGE e
GOLDSPINK, 2004), contudo, duas isoformas exercem papel determinante no
processo adaptativo do TF, a isoforma IGF-1Ea e a isoforma IGF-1Ec também
conhecida como MGF (mechano growth factor) (BAMMAN, PETRELLA, KIM,
MAYHEW e CROSS, 2007) (HAMEED, TOFT, PEDERSEN, HARRIDGE e
GOLDSPINK, 2008). Estimulos troficos importantes para a musculatura esquelética
tém demonstrado aumentar os niveis de IGF-1 (PHILIPPOU, HALAPAS, MARIDAKI
e KOUTSILIERIS, 2007), promovendo a ativagdo da cascata de sinalizagéao, pelo
recrutamento da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K), da proteina dependente de
fosfoinositideos (PDK) e da proteina quinase B, também conhecida como AKt.

Quando ativada, essa cascata de sinalizacdo exerce um papel determinante
na regulacdo da sintese protéica e, consequentemente, no tamanho do musculo
(KUBICA, BOLSTER, FARRELL, KIMBALL e JEFFERSON, 2005). A ativagao da
PI3K pelo IGF-1 desloca a AKt para membrana celular, causando a alteracéo
conformacional da molécula e permitindo que a PDK-1 fosforile o residuo Ser*”.
Uma vez fosforilada, a AKt pode agir em uma variedade de substratos que
influenciam a sobrevivéncia celular e a sintese de proteinas. Um dos alvos da AKt é
a mTOR, que tem importante funcdo na regulacdo da hipertrofia muscular. Esse
controle exercido pela mTOR, parece depender de sua capacidade em estimular a
traducéo, processo envolvido na sintese protéica, onde organelas como o ribossomo
sdo essenciais para ligacdo ao RNAm e a formacao da cadeia polipeptidica.

Quando ativada, a mTOR estimula o processo de tradugcao pela modulagao

da atividade de duas proteinas ribossomais: 1) ela fosforila a proteina 4E-BP1 e
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previne a interacdo desta com o fator de iniciagcdo eucarioto 4E (elF-4E). Os fatores
de iniciacdo séo responsaveis pela ligacdo do ribossomo na extremidade 5’ cap do
RNAmM, ligacdo que promovera o inicio da traducdo dos codons. Essa regido é
reconhecida pelo elF-4E e a interacdo da 4E-BP1 com essa extremidade, inibe o
processo de traducao, (HARA, YONEZAWA, KOZLOWSKI, SUGIMOTO, ANDRABI,
WENG, KASUGA, NISHIMOTO e AVRUCH, 1997); 2) a mTOR fosforila a proteina
p70°°¢ a qual atua na fosforilacdo do polipeptidio ribossomal S6 na subunidade
ribossomal 40S, proximo aos fatores de iniciacdo e do RNAmM (KOOPMAN, ZORENC,
GRANSIER, CAMERON-SMITH e VAN LOON, 2006). A eficacia de todo esse
aparato de traducédo, possibilita o acoplamento correto dos ribossomos no RNAm,

possibilitando a sequéncia de eventos chave para a sintese de proteinas.

3.4 Efeito agudo e cronico do exercicio de for¢a na via Akt/mTOR

O treinamento de forca € conhecido por provocar aumentos na massa
muscular e, por consequéncia, na capacidade de geracdo de forca do musculo
esquelético. O aumento da massa muscular ocorre em decorréncia do incremento no
namero e no didmetro das miofibrilas resultando no aumento da area de seccéo
transversa (AST). Essa resposta é consequéncia do acimulo de proteinas contrateis
nas fibras musculares, quando a taxa de sintese protéica € maior do que a de
degradacéo (BODINE, 2006).

A maior taxa de sintese de proteinas na fase de recuperagdo apds sessoes
de treinamento de forgca, tem sido associada ao aumento na ativagdo da via de
sinalizacdo envolvendo AKt, mTOR e p70°® (BOLSTER, KUBICA, CROZIER,
WILLIAMSON, FARRELL, KIMBALL e JEFFERSON, 2003; CUTHBERTSON,
BABRAJ, SMITH, WILKES, FEDELE, ESSER e RENNIE, 2006).

PARKINGTON et al. (2003) realizaram um estudo simulando o treinamento de
forca através de eletroestimulacdo com os objetivos de verificar a resposta nas
proteinas associadas ao trofismo muscular e se o padrdo de ativacdo da via
Akt/mTOR era dependente do tipo de fibra muscular. Em ratos a composicao dos
musculos é: Plantar (PLA), 7% tipo |, 52% tipo lla, 41% tipo llb, Tibial anterior (TA),
3% tipo I, 61% tipo lla, 36% tipo IIB e Soleo (SOL), 83% tipo I, 17% tipo lla e 0% tipo
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[lb. Comparado ao grupo controle, a fosforilagio da mTOR aumentou
significantemente no musculo PLA e ndo foi alterada no TA. Apdés 6 horas, a
fosforilacdo continuou aumentada no PLA e foi verificado aumento no TA. No
muasculo SOL, nédo foi verificado nenhuma alteracio da mTOR. Com uso de
anticorpos para cadeia pesada de miosina, foi verificado que a fosforilagdo da mTOR
foi especifica ao tipo de fibra, sendo expressa predominantemente na isoforma lla,
enquanto o aumento nas fibras tipo | ndo foi significante. A p70°® aumentou de
maneira discreta no PLA e ndo houve alteracdo no TA imediatamente apds o
estimulo. Contudo, apos 6 horas foi verificado um aumento significante na
fosforilacdo da p70°® nos musculos PLA e TA. Esse dados sugerem que existe uma
resposta integrada entre mTOR e p70°°¢ e que essa atividade ocorre
predominantemente nas fibras que demonstram maior area de seccdo transversa
(PARKINGTON, SIEBERT, LEBRASSEUR e FIELDING, 2003).

Estudos em humanos tém descrito resultados semelhantes (DREYER,
FUJITA, CADENAS, CHINKES, VOLPI e RASMUSSEN, 2006) (MASCHER,
TANNERSTEDT, BRINK-ELFEGOUN, EKBLOM, GUSTAFSSON e BLOMSTRAND,
2008). Utilizando sujeitos saudaveis, que nao estavam engajados em programas de
treinamento, DREYER et al. (2006) demonstraram que apds uma sessdo de
exercicio de forgca, que consistia em 10 séries de 10 repeticbes a 70% de 1RM
realizado na cadeira extensora, houve um aumento na taxa de sintese de proteinas
tanto uma quanto duas horas apds a sessdo de treino. Essa resposta foi
acompanhada pela maior fosforilagdo da AKt e mTOR uma hora apds o exercicio e
ap6s duas horas pela maior fosforilagdo da mTOR e p70°®¢. Esses resultados
demonstram que, durante a fase inicial de recuperacéo, o exercicio de forca aumenta
a fosforilacdo de AKT, mTOR e p70°°¢, melhorando o aparato de traducdo e,
consequentemente promovendo o aumento da sintese de proteinas. Porém, é
preciso destacar que apos a sessao de exercicio, a atividade da AMPK foi maior que
a situacao pré- exercicio. O que comprometeu a taxa de sintese protéica. Enquanto a
atividade AMPK permaneceu elevada sem o aumento da AKT e da mTOR, nao foi
visualizado aumento na taxa de sintese de protéica, ela s6 demonstrou aumento

significante em relacdo ao pré-exercicio, uma hora apdés o estimulo de forca em
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associacdo a maior fosforilagdo da Akt e mTOR e a diminuicdo na atividade da
AMPK.

Quando analisados os efeitos crénicos do exercicio de forca, também sao
visualizados resultados parecidos (LEGER, CARTONI, PRAZ, LAMON, DERIAZ,
CRETTENAND, GOBELET, ROHMER, KONZELMANN, LUTHI e RUSSELL, 2006).
Apds 8 semanas de treinamento, a fosforilagdo da mTOR aumentou 44%. Nao foi

observado aumento na fosforilacédo da p70°%¢

e da 4E-BP1, contudo esta diferenca
pode estar relacionada a temporalidade na aquisicdo das amostras de tecido
muscular (a biopsia foi realizada entre 48-72 horas apdés a Ultima sessédo de
treinamento), o que pode ter sido suficiente para ndo detectar alteracdo na expressao
dessas proteinas. Essas alteracdes foram acompanhadas por um aumento de 10%
da area de seccdao transversa do quadriceps.

Porém, um dos melhores suportes para a funcdo de sinalizacdo da via
AKt/mTOR no exercicio de forga vem de um modelo de exercicio agudo em ratos
realizado por KUBICA et al.(2005). Ratos Sprague-Dawley machos foram submetidos
a um protocolo de treinamento de for¢a que consistia em 50 repeticdes com variacao
de carga entre 0,29 - 0,6/g de sobrecarga por kg de peso corporal do animal. Nesse
estudo os autores investigaram a sintese de proteinas e o agrupamento polissomal
de ribossomos. A alteracdo na distribuicdo de ribossomos de monossomos para
polissomos esta associada ao aumento na traducéo de proteinas, devido ao aumento
de ribossomos por fita de RNAm (BODINE, 2006). O aumento na sintese de
proteinas e o agrupamento polissomal proporcionado pelo exercicio de forca foi
completamente bloqueado com administracdo de rapamicina (inibidor farmacologico
de mTOR), duas horas antes do exercicio. A fosforilacdo nos dois alvos ribossomais
da mTOR, p70°%* e 4E-BP1, foi menor no grupo exercicio + rapamicina quando
comparado ao grupo exercicio (KUBICA et al., 2005).

Todos esses dados supracitados demonstram que a sintese protéica e o
consequentemente aumento no tamanho do musculo visualizados ap0s protocolos
de TF € mediado por mudancas nas vias de sinalizacdo envolvendo a fosforilacdo da

MTOR e a sequencial ativagao de seus substratos como a p70.
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3.5 Funcéo da ativacdo da AMPK no Controle do Estado Energético Intracelular.

A AMPK é uma serina, treonina quinase, cuja funcao é regular o metabolismo
energético da célula. Quando ha diminuicdo no nivel energético celular (i.e.,
contracdo muscular) a AMPK inibe as vias que consomem ATP e ativa as vias
envolvidas no catabolismo de carboidratos e acidos graxos para ressintetizar ATP,
regulando o estado energético da fibra muscular.

Nos tecidos de mamiferos, ela consiste em um complexo heterotrimérico que
contém a subunidade catalitica a e duas subunidades regulatérias B e y. Cada
subunidade contém duas ou mais isoformas. As isoformas al e a2 sdo encontradas
no citosol dos musculos esqueléticos, mas somente a a2 esta associada ao nucleo,
sugerindo que ela possa exercer uma funcao na transcricdo génica (ASCHENBACH,
SAKAMOTO e GOODYEAR, 2004). Essas subunidades contém o dominio catalitico
que transfere o fosfato de alta energia do ATP para os residuos serina ou treonina
das proteinas-alvo. A subunidade a também contém o residuo especifico treonina’’?.
O AMP estimula a ativacdo da AMPK de maneira alostérica se ligando a subunidade
y, mas a fosforilacdo do residuo Treonina *’?, nas subunidades cataliticas al e a2,
pelas proteinas responsaveis por sua regulacao € essencial para a sua ativagao.

O papel de cada subunidade, ainda precisa ser mais bem elucidado, porém
existem evidéncias sugerindo que em humanos as subunidades a2, 2 e y3 seriam
ativadas de maneira predominante no musculo esquelético (BIRK e
WOJTASZEWSKI, 2006). Por outro lado, CLARK et al. (2004) (CLARK, CHEN,
MURPHY, AUGHEY, MCKENNA, KEMP e HAWLEY, 2004) propuseram que a
subunidade al, seria ativada em resposta a exercicios mais intensos em humanos.
No estudo de CLARK et al. (2004) os individuos eram altamente treinados e
realizaram o protocolo em alta intensidade, porém essa hipdtese de ativacdo da
subunidade al durante exercicios intensos, ainda necessita ser comprovada.

As quinases capazes de ativar a AMPK foram descritas recentemente como
tumor suppressor gene product (LKB1) e Ca**/calmodulin-dependent protein kinase-

B (CaMKp) e coletivamente sdo chamadas de AMPK quinases (AMPKKS). A ativacéo
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da AMPK também é facilitada pelo aumento na concentracdo de AMP no interior da
célula. Sob condi¢des de alta demanda energética, a concentragdo de AMP aumenta
com pequenas diminuicdes nas concentracbes de ATP promovendo o aumento da
razdo (HARDIE). Uma vez ativada pela alteracdo no estado energético celular, a
AMPK promove a ativagdo de vias associadas ao metabolismo intermediario a
producdo de ATP. De fato, a descoberta e a caracterizacdo da AMPK fortaleceram a
hipotese de que esta proteina estaria envolvida no controle do metabolismo
energético durante situacdes de estresse como o exercicio fisico (HARDIE, 2003)
(WOJTASZEWSKI, MACDONALD, NIELSEN, HELLSTEN, HARDIE, KEMP, KIENS e
RICHTER, 2003) (FENG, HU, DE STANCHINA, TERESKY, JIN, LOWE e LEVINE,
2007).

Além do restabelecimento do estoque de ATP, a AMPK também é capaz de
ativar fatores e coativadores de transcricdo associados a biogénese mitocondrial
(ASCHENBACH et al., 2004). Um desses genes € o peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1la (PGC-1a). Ele pode ser fosforilado diretamente nos
residuos Thr'’” e Ser°® (JAGER, HANDSCHIN, ST-PIERRE e SPIEGELMAN, 2007).
O aumento na concentracdo de PGC-la esta associado a maior expressdo dos
fatores nucleares de transcrigdo respiratorios (NRF) 1 e 2 e do fator de transcri¢cao
mitocondrial A (mtTFA), os quais ativam genes nucleares e mitocondriais que
codificam proteinas envolvidas na cadeia respiratoria e outros eventos mitocondriais,
(JORGENSEN, RICHTER e WOJTASZEWSKI, 2006), sugerindo que AMPK pode
estar envolvida no processo adaptativo do exercicio aerobio.

Em um importante estudo (ZONG, REN, YOUNG, PYPAERT, MU,
BIRNBAUM e SHULMAN, 2002), um analogo de creatina - B-guanidinoproprionic
acid (B-GPA), foi injetado por 8 semanas em camundongos selvagens que
expressavam funcdo normal da AMPK e em camundongos transgénicos que
expressavam o dominante negativo para AMPK (DN). O tratamento diario de B-GPA
mimetizava o estado crbnico de deplecdo de creatina e de ATP no mausculo
esquelético, estado similar ao encontrado em situacdes de exercicio fisico. Em
resposta a este tratamento, os camundongos selvagens demonstraram um
significante aumento no DNA mitocondrial e na densidade mitocondrial. Esta

resposta foi associada ao aumento nos niveis de Ca®*/calmodulin-dependent protein
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kinase -IV (CaMK-1V) e de PGC-1a . Porém, nos camundongos AMPK (DN), a
CaMK-IV, o PGC-1a, o DNA e a densidade mitocondrial ndo foram afetados pelo
tratamento de B-GPA. Uma observacdo importante, € a aparente funcdo da AMPK
em aumentar a concentracdo da CaMK-IV e do PGC-la, pois faz dela um
componente essencial para biogénese mitocondrial durante situacdes cronicas de
estresse energeético.

Todas essas caracteristicas da AMPK reforcam o papel de sua ativacado no
exercicio aerobio, contudo € importante destacar, que uma vez que ela € ativada por
aumento na razdo AMP:ATP, ela também é ativada durante o exercicio de forca
(DREYER et al., 2006).

Dessa maneira, tanto pela sua funcdo na manutencdo do nivel energético
celular ou devido a sobreposicao de estimulos (Aerdbio + for¢ca). A AMPK pode estar

envolvida na inibicdo da resposta hipertréfica observada no TC.

3.6 Efeito agudo e cronico do exercicio aerébio na AMPK

Como citado acima, ambos os exercicios, aerdbio e forca, sdo capazes de
promover alteracdo na razdo AMP:ATP. Porém, diferentemente do exercicio de forga,
0 exercicio aerobio promove essa alteracdo , sem 0 aumento da expressao de
fatores de crescimento intracelular como o MGF produzido no exercicio de forca
(ATHERTON et al., 2005).

O treinamento aerdbio aumenta a capacidade oxidativa do musculo
esquelético, por promover a biogénese mitocondrial (HOLLOSZY e COYLE, 1984).
Esse tipo de treinamento € associado ao aumento crbnico de metabdlitos e
diminuicao das reservas energeéticas celulares. Porém, as vias de sinalizacao ligando
esse “stress” a biogénese mitocondrial sdo pouco compreendidas.

Como 95% dos genes necessarios para a biogénese mitocondrial se
encontram no nucleo, um aspecto importante desse processo € o transporte desses
precursores até a organela. A ativacdo aguda dessas quinases e coativadores da
transcricdo promovida pelo exercicio aerdbio representa uma regulacao critica da
biogénese mitoncondrial, 0 que tem sido sugerido como uma importante condi¢c&o

para o processo de adaptacdo, apés um periodo de TA (NORRBOM et al., 2004).
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Agudamente, durante o exercicio, a alteragdo de mensageiros citosolicos
(Ca**, AMP livre, P;, creatina, H', intermediarios lipidicos) esta associada & ativacdo
de vérias vias de sinalizacdo e a um rapido aumento na captacdo e mobilizacao
intracelular de glicose e acidos graxos (WOJTASZEWSKI et al., 2003).

Estudos in vivo tém demonstrado que a AMPK é ativada em musculo
esquelético de roedores durante a corrida em esteira rolante e em humanos durante
exercicio em ciclo ergbmetro de maneira dependente do tempo e intensidade do
estimulo (WOJTASZEWSKI et al.,, 2003) (FROSIG, JORGENSEN, HARDIE,
RICHTER e WOJTASZEWSKI, 2004). A maioria dos estudos em humanos
demonstra uma maior atividade da subunidade a2 comparado a al (JORGENSEN et
al., 2006).

Apos cinco e 30 minutos de exercicio realizado em ciclo ergdbmetro a
62,8+1,3% VOypico POr humanos, a atividade da AMPK al ndo demonstrou alteracéo,
contudo a atividade da APMK a2 aumentou duas vezes apds cinco minutos e 3
vezes apos 30 minutos de exercicio. Outro dado importante € que a concentracao de
ATP ndo demonstrou diferenca apdés 5 minutos em relacdo ao controle, porém, a
razao AMP:ATP demonstrou diferenca significante quando comparada com o valor
de repouso (STEPHENS, CHEN, CANNY, MICHELL, KEMP e MCCONELL, 2002).
Essa evidéncia sugere que a AMPK pode ser ativada em humanos mesmo em
exercicios de intensidade moderada.

O efeito cronico do exercicio aerébio na atividade e concentracdo da AMPK,
também é um topico interessante de discussdo. FROSIG et al. (2004) demonstraram
que trés semanas de treinamento aerobio realizado em ciclo ergdbmetro promoveu um
aumento (37%) na atividade da citrato sintase (CS). A expressao total da AMPK das
subunidades al, 2 e yl aumentou em 41+12, 3419 e 26+9%, respectivamente,

quando comparado ao pré-treino. A atividade da aAMPK (Thr"?

) aumentou 74+10%
no musculo treinado. Vale ressaltar que nesse estudo, um critério de incluséo
adotado para os voluntarios foi 0 VOsmax < 52 ml Ozekg™e min(FROSIG et al., 2004).

Apesar do aumento agudo na atividade da AMPK desempenhar um papel
chave na regulacdo do metabolismo e do nivel energético celular, essa exposi¢cdo
cronica tem demonstrando uma funcdo importante no processo adaptativo do

musculo esquelético apos o TA.
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3.7 Treinamento concorrente e possiveis mecanismos intracelulares de interferéncia

Desde o classico estudo de HICKSON, 1980 (HICKSON, 1980), a
incompatibilidade das adaptacbes entre TA e TF realizados de maneira
concomitante, tem sido objeto de estudo e discussao.

Parece Obvio pensar que alguma incompatibilidade existiria nesse modelo de
treino, haja vista que a adaptacdo produzida por ambos de maneira isoladas sao
distintas. O TF ndo promove biogénese mitocondrial e aumenta a area de secc¢do
transversa das miofibrilas, o que dificulta a difusdo de oxigénio, por outro lado, o TA
na maioria das vezes, ndo promove aumento na area das miofibrilas e aumenta a
densidade mitocondrial.

Desta maneira, parece que a possivel interferéncia descrita nas adaptacdes
associadas as variaveis de forca, apés o TF, ndo seria somente um simples
problema de incompatibilidade. Ela envolveria a interacdo de eventos moleculares
agudos e crbnicos, quando exercicios de forca e aerObios sado realizados
repetidamente dentro da mesma unidade de treino.

E importante salientar que a maioria dos estudos sobre TC tem medido
apenas o ponto final da adaptacéo (forca maxima, consumo de oxigénio, hipertrofia
muscular, etc.) e até o momento, € desconhecida a interacdo desses eventos
moleculares e as adaptacdes induzidas pelo TC. A resposta cronica, assim como 0s
mecanismos para a ocorréncia da interferéncia apds um protocolo de TC, pelo uso
de técnicas da biologia molecular, ainda carece elucidacdo e é incipiente.

Alguns autores tém proposto dois mecanismos que regulariam essa
interferéncia (NADER, 2006; COFFEY e HAWLEY, 2007); 1) o aumento no transiente
de célcio que limitaria um processo-chave da sintese protéica. 2) a alteragdo no
estado energético da célula propiciado pelo treinamento das duas capacidades
motoras seria um dos fatores desencadeantes da interferéncia.

Um dos possiveis mecanismos envolveria a fase de alongamento da proteina
em formacdo no ribossomo modulada pelos fatores eucariéticos de alongamento
(EEF) que representa um passo limitante da sintese protéica. Um componente chave

nessa fase é o EEF2, que modula o deslocamento do ribossomo na fita de RNAm até
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0 cbédon de parada. O EEF2 é fosforilado e inativado pela EEF2 quinase (EEF2K).
Essa quinase é regulada pela via da calmodulina e pela AMPK, que sdo quinases
ativadas durante o exercicio aerdbio. Isso sugere que a inibicdo do EEF2 pelo
exercicio aerébio prejudicaria o processo de alongamento na traducédo resultando
numa menor sintese de proteinas.

O outro mecanismo, estd associado a ativagdo da AMPK durante o TC
modular negativamente a atividade da mTOR, uma vez que a somatoria das duas
atividades, demonstra um potencial maior para a ativacdo dessa quinase. De fato,
guando o aumento de AMPK foi induzido por meio de agonista farmacolégico (5-
aminoimidazole-4-carboxamidel-B-D-ribonucleoside - AICAR), a taxa de sintese de
proteinas sofreu decréscimo de 55%. A fosforilacdo da 4E-BP1, que libera o elF4E
do complexo inativo 4E-BP1/elF4E, foi reduzida e a p70°® também teve sua
fosforilagdo diminuida no residuo Thr®®. Essas alteracbes na 4E-BP1 e na p703%
apontam que a atividade da mTOR foi reprimida devido ao aumento na expressao da
AMPK. Nesse estudo, os autores também avaliaram a fosforilagdo da AKt no residuo

Ser*® e da mTOR no residuo Ser?**

, a diminuicdo observada nos ratos tratados com
AICAR em ambas as proteinas foi de 40% em relacdo ao controle (BOLSTER et al.,
2002).

Outro estudo também demonstrou forte evidéncia da divergéncia nas
respostas moleculares produzidas pelo exercicio de forca e aerobio. Neste estudo, 0s
autores simularam os estimulos dos exercicios por meio de eletro-estimulacdo de
baixa intensidade (LFS) simulando o exercicio aerébio, que consistia em 10Hz
durante 3h e de alta intensidade (HFS) simulando exercicio de forca a 100Hz com 60
estimulos de 3s. Apos a LFS a fosforilagdo da AMPK e do PGC-la aumentou
2,02+0,11 e 1,30+ 0,04 (vezes), respectivamente. Em contraste, apos a HFS a
fosforilagdo da AMPK e do PGC-1a foi reduzida. A sintese de proteinas aumentou
significantemente apés a HFS, de 0,23+0.1%.h™ para 1,24+0,09%.h™. Por outro lado,
apos 3h de LFS, ndo houve diferenca na taxa de sintese protéica. Adicionalmente,
essas alteracbes apos o protocolo de HFS foram acompanhadas por aumento na
fosforilacdo da AKt, do tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) e da mTOR nos

1462 2448

residuos Ser*”®, Thr e Ser

protocolo de LFS (ATHERTON et al., 2005).

, respectivamente, o que nao ocorreu apdés o
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De forma interessante, o TSC2 poderia exercer um papel chave nessa
possivel inibicdo da atividade da mTOR controlada pela AMPK. Ele pode ser
fosforilado e inativado pela AKT, como observado por ATHERTON et al. (2005).
Porém, o TSC2 também é fosforilado e ativado pela AMPK nos residuos Thr'??’ e
Ser™* (INOKI, ZHU e GUAN, 2003). Essa fosforilacdo do TSC2 levaria a inativacdo

do complexo ativo da mTOR (FIGURAL1).

Car Caor

Rheb Rheb L
’rpapto?ﬁ mTOR GBL raptor mTOR GBL
ATIVO INATIVO

FIGURA 1 — Complexo ativo e inativo da mTOR.

Para a formacdo do complexo ativo da mTOR, a ligacdo da GTPase Rheb
(ras homolog enriched in brain) é necessaria. A Rheb se liga tanto na forma GDP
guanto GTP. A forma GTP ativa o complexo enquanto GDP inibe a mTOR; além
disso, essa atividade da Rheb GTPase é modulada pelo TSC2, e a inibicdo da mTOR
exercida pela AMPK se daria atraves da fosforilagdo do TSC2 modulando
negativamente a Rheb (MATSAKAS e PATEL, 2009).

Em humanos, alguns estudos estdo comec¢ando a investigar o efeito agudo da
combinacdo de exercicios aerobios e de forca em diferentes ordens (COFFEY,
JEMIOLO, EDGE, GARNHAM, TRAPPE e HAWLEY, 2009a; COFFEY, PILEGAARD,
GARNHAM, OBRIEN e HAWLEY, 2009b). Esses estudos demonstraram
informacdes interessantes, como a maior atividade da AMPK quando o exercicio
aerodbio foi realizado subsquentemente ao de for¢a, associado a menor atividade da
MTOR (COFFEY et al., 2009b). Porém, eles foram realizados em cross-over design e
nao havia grupos isolados de exercicios aerébios e de forca, o que limita um pouco
as observacoes.

Uma vez que evidéncias demonstram ativacdo da AMPK durante o exercicio
aerobio (CLARK et al., 2004; FROSIG et al., 2004) e durante o exercicio de forga
(DREYER et al., 2006), existe também, uma grande possibilidade de sua ativacdo no
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treinamento concorrente. Sendo assim, a somatéria de dois protocolos poderia
produzir um efeito na AMPK sobrepondo-se a ativacdo da mTOR e seus alvos, o que
em tese, prejudicaria a hipertrofia muscular induzida pelo TF.

Porém, apesar das evidéncias indicarem para esse possivel efeito do TC na
AMPK, é importante destacar, que até o presente momento, é desconhecido o efeito
cronico do TC na fosforilagdo da mTOR, da p70 e da AMPK.

4 MATERIAIS E METODOS.

4.1 Amostra

A amostra foi constituida por 37 individuos fisicamente ativos, com idade
meédia de 23,7 (£5,5), estudantes do curso de Educacdo Fisica e que ndo estavam
realizando treinamento de forca ou de resisténcia aerobia, para membros inferiores,
por no minimo seis meses. Individuos com historico recente de lesdo na articulagéo
do joelho ou qualquer outro problema neuromuscular e/ou cardiovascular ndo foram
selecionados para participar do estudo.

Esses individuos foram divididos em trés grupos submetidos a protocolos
distintos de treinamento (TA, TF e TC) e a um quarto grupo designado como controle
(C). A alocacdo dos sujeitos aos grupos experimentais foi realizada de forma
balanceada e aleatéria, para garantir condi¢des iniciais similares entre 0s grupos.
Porém, a mesma so foi realizada ap0s o pré-teste, seguindo o procedimento descrito
a seguir. A partir dos valores obtidos de area de seccao transversa na por¢cao medial
da perna direita através de ressonancia magnética e dos valores de uma repeticdo
méaxima no leg press (1-RM), os sujeitos foram classificados em quartis. Entdo, os
individuos de cada quartil foram aleatoriamente divididos entre os grupos. Uma
ANOVA one-way foi utilizada para verificar a auséncia de diferencas significantes
entre 0os grupos no pré-teste tanto para 1RM no leg press quanto para a AST
(p>0,05). Os dados antropométricos, a idade, o N, assim como os valores dos testes

iniciais de cada grupo se encontram na TABELA 1.
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TABELA 1 — Caracteristicas iniciais dos sujeitos (Média + DP).

C TA TF TC
N 7 8 11 11
Idade 22,1 (+2,4) 24,0 (+7,5) 25,9 (+6,4) 22,5 (+3,9)
Estatura (cm) 176,7 (5,4) 175,0 (+8,1) 171,9 (+4,1) 176,0 (¢8,1)
Peso Corporal 82,2 (£25,0) 71,5 (£7,7) 73,5 (£16,1) 72,9(%9,8)
(kg)
1RM (kg) 261,2 (+56,1) 255,4 (+56,4) 270,3 (+45,5) 268,4 (+47,6)
AST PD (mm?  8347,3(+1643,0) 8390,3(+817,5) 8332,4(+893,3)  8340,8(+1000,0)
VOomax 46,9 (+7,1) 50,9 (+4,4) 49,0 (+5,6) 51,2 (+7,0)
(ml.kg.min™)
VWO ,max (km.h™) 16,9 (+1,8) 18,2 (+1,1) 17,1 (+2,0) 18,7 (+1,4)

(C) grupo controle,(TA) treino aerébio, (TF) treino de forga, (TC) treino concorrente
(TC)

Todos foram informados dos possiveis riscos, desconfortos e beneficios do
estudo e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido antes de
iniciarem a participagdo. O projeto foi aprovado pelo comité de ética da Escola de

Educacao Fisica da Universidade de Séao Paulo (Protocolo de Pesquisa n. 2007/26).

4.2 Procedimentos e testes

4.2.1 Biépsia Muscular

Para obtencdo das amostras para determinacdo da expressao génica de
AMPKal, Akt, mTOR e S6K1 e de expressdo proteica de AMPKa™72 AKt®™“"3,
p70"8  foram realizadas bidpsias na porcdo medial do musculo vasto lateral da
perna dominante do voluntario. Antes da extracédo do tecido, a area foi tricotomizada
e limpa com antisséptico. Uma pequena area, sobre a regido selecionada, foi
anestesiada com xilocaina a 2%, injetada subcutaneamente. Apds a anestesia, uma
pequena incisdo, de aproximadamente 0,5 cm de comprimento, foi feita até a fascia

do musculo utilizando bisturi cirdrgico. A agulha de bidpsia foi entdo introduzida no
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musculo numa profundidade aproximada de trés centimetros para obtencdo da
amostra de tecido muscular (~70 a 100 mg). Apés a retirada do tecido, a incisdo foi
fechada e coberta por bandagens.

Este procedimento foi realizado em duas oportunidades. A primeira foi
realizada num periodo de aproximadamente 1 semana antes do inicio do protocolo
de treinamento. J& a segunda amostra foi obtida ~36 horas apds a Ultima sessao de
treinamento, proximalmente em relacéo a cicatriz da primeira biopsia.

As amostras foram limpas (retirada de sangue e excesso de tecido conectivo)
e divididas em aliquotas para analises posteriores e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e conservada a -80°C até o momento das analises.

4.2.2 Monitoracao do padréo alimentar dos sujeitos

Todos o0s sujeitos foram questionados quanto o uso de suplementos
alimentares e drogas que pudessem afetar os resultados do estudo. Nenhum
participante fazia uso de qualquer substancia que pudesse alterar os resultados, e
todos foram solicitados a anotar as refeicdes nos dois dias anteriores a bidpsia inicial.
Um café da manha padronizado duas horas antes do procedimento foi solicitado aos
sujeitos e eles foram instruidos a repetirem o mesmo padrdo alimentar (referente a

bidpsia inicial) na biopsia pos-treino.

4.2.3 Analise Molecular (expressédo génica)

4.2.3.1 Extracdo do RNA

A extracdo do RNA total do tecido foi realizada com o reagente TRIZOL
(Gibco ). Para confirmacdo da qualidade do processo de extracdo foi utilizada a
relacdo RNA/DNA, determinada no espectrofotometro, sendo somente utilizadas
amostras que atingirem o intervalo de 1.6 a 2.0. A integridade do RNA também foi

verificada em gel de agarose 1%, ndo denaturante, corado com brometo de etideo.
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4.2.3.2 RT-PCR

O método de RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction)
foi adotado para quantificacdo da concentracdo de RNAmM para as proteinas
estudadas.

Uma pequena aliquota (1 [1g) do RNA total foi submetida a técnica RT-PCR.
Para isto, foi empregada a enzima trancriptase reversa SuperScript.] RNAse HLI
(Gibco BRL Products) em 20 [l de reacdo contendo: 4 [l do tampé&o fornecido pelo
fabricante, 0,8 mM dNTPs, 1 mM MgCl,, 0,02 [Ig/l]l oligo-desoxitimidina primer
(iniciador), 4 mM DTT. A reacao foi realizada em termociclador de DNA (Perkin Elmer
GeneAMP PCR System 2400, Norwalk CT).

Para a amplificacdo do amplicon de interesse foram utilizadas sequéncias
iniciadoras (primers) ja descritas na literatura e previamente padronizadas. O produto
da reacao foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1.0% corado com
brometo de etideo. O gel foi fotografado pelo sistema de aquisicdo de imagem Kodak
Digital Science™ Eletrophoresis Documentation and Analyses System 120. E
posteriormente, a analise densitométrica das bandas foi realizada no Kodak Digital

Science™ 1D Image Analyses Software.

4.2.3.3. Método de Deteccdo da Expressdo Génica em Tempo Real

ApoOs a obtencdo do cDNA, as diferentes fracdes das RTs foram utilizadas na
amplificagcdo em cadeia por Polimerase (PCR) em um equipamento que monitora a
amplificacdo em tempo real (PCR real-time, Applied Biosystems- GeneAmp 5700).

Neste equipamento é determinado o inicio da fase de amplificacdo
exponencial (CT, cycle threshold) que é utilizado como dado para a andlise da
expressao génica dos genes anteriormente citados.

Os iniciadores (primers) utilizados para a amplificacdo dos genes de interesse
(AMPK-a1, mTOR, AKt, S6K1) foram desenhados com o software Primer Expresss.
As sequéncias dos inicadores para 0s respectivos genes se encontram na TABELA

2.
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TABELA 2 — Sequéncias dos iniciadores (primers) utilizadas para a amplificacdo dos
genes de interesse.

Gene Sense Antisense

AMPK- al 3- TGCGTGTACGAAGGAAGAATCC-5 3-TGTGACTTCCAGGTCTTGGAGTT-%
AKt 3'- AGGGAGAGCAAACGGGGCCA-5' 3'- GGCCTGGCCACAGCCTCTGA-5'
mTOR 3- ACGCAAGTTGAGCTGCTCATC-5’ 3'- AAGGGCACCAGCCAATATAGC-5
S6K1 3’- TGCTTCGGCCAGCACAGCAA-5 3- GGCCCAGAGTTCGGCTGTCG-5

4.3 Andlise da expressao de proteinas

As amostras coletadas foram homogeneizadas através de homogeneizador
Polytron (PT-K Brinkman Instruments) em volumes (9X seu peso) de tampéo de lise
contendo 20mM Tris-HCI, 2mM EDTA, 10mM EGTA, sacarose 0.25mM, 0,1% Triton-
X 100 e coquetel anti-protease (P2714 Sigma 1:100) , pH 7.4. O processo de
homogeneizacédo foi realizado 3X durante quinze segundos com intervalos de 20
segundos entre as homogeneizacGes. Todo o processo foi realizado a 4 °C. O
homogenato foi centrifugado a 5000 rpm por dez minutos a 4 °C. A fracéo
sobrenadante foi transferida para tubos novos. A concentracdo de proteina das
amostras foi analisada através do método de Bradford (Biorad-EUA). As aliquotas

dos homogenatos foram armazenadas em freezer —80°C.

4.3.1 Western blotting

As amostras foram solubilizadas em tamp&o contendo 62.5 mM Tris-HCI, 2%
p/v SDS, 10% glicerol, 50 mM DTT e 0.01% p/v azul de bromofenol, pH 6.8 e em
seguida as proteinas presente nas amostras foram separadas eletroforeticamente em
géis de SDS-poliacrilamida (10%). As proteinas foram transferidas para membranas
de nitrocelulose em tampéao de transferéncia contendo 25 mM Tris base, 0.2 M glicine
e 20% metanol (pH 8.5). Apds a transferéncia as membranas foram lavadas duas
vezes com solucéo tampéao contendo 50 mM Tris.HCI, pH 7.4, 150 mM NacCl e 0,01%
tween 20 (TBS-T). Em seguida, incubadas com bloqueio dos sitios antigénicos

inespecificos através de uma mistura contendo TBS-T e leite desnatado (5%) por 60
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minutos em temperatura ambiente (20-25°C) com agitacdo constante. As membranas
foram posteriormente incubadas com os anticorpos primarios anti-AkT, anti-phospho
AKT, anti-AMPK, anti-phospho AMPKa, anti-p70 e anti-phospho p70 diluidos na
solugdo blogueadora a 4°C por 12 horas com agitacdo constante. Apds a incubagdo
com 0s anticorpos primarios, as membranas novamente foram lavadas varias vezes
em solugcdo de TBS-T. Em seguida, as membranas foram incubadas com os
anticorpos secundarios em solucdo bloqueadora por 2 horas em temperatura
ambiente com agitacdo constante. Apds a incubac&do com os anticorpos secundarios,
as membranas foram lavadas 3x em solugdo TBS-T. Por fim, a imuno-deteccao foi
realizada através do método de quimioluminescéncia de acordo com as instru¢des do
fabricante (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-USA). Para
medir a intensidade das bandas nas auto-radiografias, as figuras escaneadas foram
analisadas utilizando o programa de analise de densitometria Optica Image J,
fornecido gratuitamente pela NIH (USA) via internet.

Como anticorpos primarios foram utilizados os seguintes anticorpos:

. A expressao total da quinase AKt foi avaliada usando o anticorpo anti-
AKt (Cell Signaling Technology). A titulacdo recomendada pelo fabricante para
Western Blot é de 1:1000.

. A expressado total da quinase AMPK foi avaliada usando o anticorpo
anti-APMKa2 (Cell Signaling Technology). A titulacdo recomendada pelo
fabricante para Western Blot é de 1:1000.

. A expresséo total da quinase p70°%! foi avaliada usando o anticorpo
anti-mTOR (Cell Signaling Technology). A titulagdo recomendada pelo
fabricante para Western Blot é de 1:1000.

. A fosforilag@o da quinase AKt no residuo Ser-473, foi avaliada usando o
anticorpo anti-AMPK fosforilado (Cell Signaling Technology). A titulacdo
recomendada pelo fabricante para Western Blot é de 1:1000.

. A fosforilagdo da quinase AMPK no residuo Thr-172, foi avaliada
usando o anticorpo anti-AMPK fosforilado (Cell Signaling Technology). A
titulacdo recomendada pelo fabricante para Western Blot é de 1:2000.
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. A fosforilagdo da quinase p7 , No residuo Thr-389 (sitio diretamente

fosforilado in vitro pela mTOR, foi avaliada usando o anticorpo anti- p70°%*
fosforilado (Cell Signaling Tecnology). A titulacdo recomendada pelo fabricante

para Western Blot é de 1:1000.

4.4 Medida da area de seccao transversa muscular (ASTM)

A area de seccéo transversa muscular (ASTM) da coxa de ambas as pernas
foi determinada através de ressonancia magnética por imagem (RMI). Os sujeitos
foram instruidos a deitar no aparelho de ressonancia magnética na posi¢cao supina
com as pernas estendidas. Uma visualizagc&o inicial dos membros inferiores do
sujeito foi efetuada para determinar a distancia entre o trocanter maior do fémur e o
epicondilo lateral da tibia em um angulo de 0°, que serve como referéncia para a
medida do corte de ASTM. A espessura do corte do escaneamento para a medida da
ASTM dos sujeitos foi feito com 0,8 cm realizados na por¢do medial de ambas as
coxas. A extensdo do mapeamento foi marcada a cada 50 mm com um tempo de
exposicao de 3 segundos para aumentar a qualidade de resolugcéo. A imagem e a
escala associada foram entdo impressas sobre um padrdo de transparéncia de
imagem e transferidas para um computador. O corte foi segmentado em quatro
componentes (musculo esquelético, tecido adiposo subcutdneo, osso e tecido
residual) e entdo a ASTM foi tracejada por um pesquisador treinado (FIGURA 2). A
ASTM do masculo quadriceps femoral foi determinada pela subtracdo da area do
0sso e da gordura subcutanea usando planimetria computadorizada através de um
software de andlise de imagens (Advantage Workstation 4.3, GE Healthcare,
Milwaukee, USA).
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FIGURA 2 - Visualizacdo da demarcacao do perimetro do musculo quadriceps
femural.

4.5 Teste de poténcia aerobia

Para a avaliacdo da poténcia aerdbia foi utilizado um teste progressivo até a
exaustdo em uma esteira rolante (Inbrasport Super ATL, Inbrasport, Brasil). A
velocidade inicial foi de seis kmeh™ por trés minutos, com incrementos de 1,2 kmeh™
a cada minuto, até exaustdo voluntaria dos sujeitos. O consumo de oxigénio foi
medido continuamente (Quark b? Cosmed, Italia) durante todo o teste. O VOomax fOi
considerado como a média dos trés maiores valores consecutivos obtidos durante o
teste. A velocidade de corrida na poténcia aer6bia maxima (VWOzmax) foi adotada
como valor referéncia para prescricao do treinamento.

Ao final de cada estagio, o participante também relatou sua percepcao
subjetiva de esfor¢co, com base na escala de Borg 6-20. A frequéncia cardiaca foi
monitorada continuamente utilizando um frequencimetro (Polar Vantage NV, Electro

Oy, Finlandia).

4.6 Teste de forgca dindmica maxima.

A forca dinAmica méxima foi avaliada através de teste de uma repeticdo
méaxima (1RM) no exercicio “leg-press 45” (Nakagyn , S&o Paulo, Brasil). A
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realizacdo deste teste seguiu as orientacbes da “American Society of Exercise
Physiologists” (ASEP), para testes de 1 RM (BROWN e WEIR, 2001). Antes do teste
0s sujeitos realizaram um aquecimento geral de cinco minutos de duracéo & 9 kmeh™
na esteira ergométrica. Ap0s 0 aquecimento geral, 0s sujeitos realizaram um
aquecimento especifico consistindo de duas séries de cinco e trés repeticdes com
cargas ao redor de 50% e 70% da carga estimada para 1RM.

ApoOs 0 aquecimento especifico, um intervalo de trés minutos foi dado antes
dos sujeitos serem submetidos ao teste. Este teste consistiu na obtencdo da maxima
guantidade de peso que pode ser levantada em um ciclo completo (flexado-extenséo)
do exercicio. A carga inicial para o teste maximo foi estimada durante as sessdes de
familiarizacao, e a partir disso, 0 peso levantado € aumentado até que o sujeito ndo
consiga completar uma repeticdo com aquela carga. O namero total de tentativas
para achar o valor de 1RM néo foi maior que cinco. Entre as tentativas houve um
intervalo de trés minutos. Durante a execugdo do movimento os avaliadores

forneciam encorajamento verbal.

4.7 Protocolo de treinamento

O protocolo do treinamento de forca consistiu de trés exercicios, trés séries
de 12RMs para membros inferiores (Leg-press 45°, cadeira extensora, mesa flexora),
com intervalo entre as séries de 90 segundos e entre os exercicios de dois minutos,
da primeira a segunda semana de treinamento. Da terceira a quarta semana 0s
sujeitos realizaram quatro séries de 8-10RMs, na quinta semana cinco séries de
8RMs, na sexta semana cinco séries de 6RMs, na sétima trés séries de 10RMs e na
oitava e ultima trés séries de 12RMs, a partir da quinta semana o intervalo entre
séries foi aumentado para dois minutos e mantido até o final do protocolo. A carga
utilizada pelos sujeitos foi ajustada progressivamente durante toda duracdo do
estudo, esta intensidade foi escolhida por ser frequentemente usada em protocolos
de treinamento que visam a hipertrofia (American College of Sports Medicine position

stand. Progression models in resistance training for healthy adults, 2009) TABELA 3.
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TABELA 3 - Progressao do treinamento de forca durante as oito semanas de
treinamento.

Semanas le?2 3e4d 5e6 7e8
Repeticdes 12 RM 8-10 RM 6-8 RM 10-12 RM
Séries 3 4 5 3
Sessdes 1-4 5-8 9-12 13-16
Volume total 36 32-40 30-40 30-36
Intervalos 90 segundos 2 minutos 2 minutos 2 minutos

O protocolo de treinamento aerobio consistiu de corrida intermitente na
esteira. Durante as duas primeiras semanas de treinamento, 0s sujeitos realizaram
20 tiros de um minuto, com recuperacdo passiva de mesma duragcdo, em uma
intensidade equivalente a 80% da vVO.max. Nas semanas trés e quatro os sujeitos
realizaram 20 tiros de um minuto, com recuperagcdo passiva de um minuto a uma
intensidade equivalente a 85% da vVOznax. Nas semanas cinco e seis eles
realizaram o mesmo protocolo na intensidade equivalente a 90-95% da vVOgmax. Ja
nas duas ultimas semanas os individuos realizaram 15 tiros de um minuto, com a um
minuto e meio de recuperacdo passiva, a uma intensidade equivalente a 100% da
VVO:zmax, TABELA 4.
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TABELA 4 - Progressao do treinamento aerébio durante as oito semanas de
treinamento.

Semanas le2 3e4 5e6 7e8
Intensidade 80% VWO, max 85 -90%VVO zmax 95% VWO max 95-100% VVOmax
Tiros 20 20 20 15
Tempo Tiro 1 minuto 1 minuto 1 minuto 1 minuto
Sessdes 1-4 5-8 9-12 13-16
Tempo 45 segundos 60 segundos 60 segundos 90 segundos

O grupo de treinamento concorrente (TC) realizou as sessdes de treinamento
para ambas as capacidades motoras, huma Unica sessdo, com intervalo de 5
minutos entre elas. A ordem inicial das sessoées foi alternada durante todo o protocolo
para evitar possivel efeito de ordem. A quantidade de peso e distancia percorrida foi
monitorada semanalmente entre os grupos TA, TF e TC para evitar distor¢cées no

volume de treinamento.

5 ANALISE ESTATISTICA

Técnicas de inspecdo visual e o teste de Shapiro-Wilk atestaram a
normalidade dos dados. Entdo, foi utilizado um modelo misto tendo grupo (quatro
niveis) e tempo (dois niveis) como fatores fixos e o0s sujeitos como fator aleatério
para cada variavel dependente. Na ocorréncia de razao F significante, foi utilizado
um ajustamento de Tukey para as multiplas comparacdes. A analise da expressao de
proteinas relacionadas a hipertrofia muscular foi diferenciada devido a restricdes
temporais. No pré-teste, as proteinas de apenas trés sujeitos de cada grupo foram
quantificadas. Verificada a auséncia de diferencas entre elas, para todas as
proteinas, comparamos apenas 0s valores pos treinamento entre 0S grupos para
cada uma das proteinas. Para isso usamos ANOVAs one-way e teste de post-hoc de

Tukey. O valor de significancia adotado foi de p<0,05.
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6. RESULTADOS

Ao final do treinamento foi observado um volume de treino similar entre os
grupos (séries x repeticdes (leg-press) + séries x repeticdes (Cadeira extensora) para
os grupos TF e TC e distancia percorrida para os grupos TC e TA. Para os grupos TF
e TC foram observados volumes de 174.528,6 (+x24.334,8) Kg e 168.973,4
(£30.543,7) kg respectivamente (p>0,05). As distancias percorridas em metros para
os grupos TA e TC foram de 81.922 (+4.138) e 80.197 (x7.757) (p>0,05),

respectivamente.

6.1 Forca dindmica maxima (1RM)

A forca maxima foi medida antes e apds o periodo de treinamento (TABELA
5). Os grupos TF e TC apresentaram aumentos significantes da forca dinamica
méaxima em relacdo aos valores pré teste (p<0.0001). Os valores pés-treinamento
também foram significantemente maiores do que os do grupo controle no mesmo

instante (p<0,0001) para 0S mesmos grupos.

TABELA 5 - Forca maxima (1RM-kg) no exercicio leg-press antes e apos oito
semanas de treinamento.

Leg Press 1 RM (kg)

Pré-Teste Pds-Teste
C 261,2 (+56,1) 262,8 (+60,6)
TA 255,4 (+56,4) 263,8 (+51,5)
TF 270,3 (+45,5) 320,3 (57,0)* |
TC 268,4 (+47,6) 315,7 (+63,5)*!

Média = DP para os grupos controle (C), treinamento aerdbio (TA),
treinamento de forgca (TF) e treinamento concorrente (TC). *- Valor pds-teste
significantemente maior que no pré-teste (p<0,001). !- Valores dos grupos TF e

TC significantemente maiores do que os do grupo C no pos teste (p<0,001).



6.2 Area de Seccéo transversa Muscular

A hipertrofia muscular obtida pela area de seccédo transversa foi medida em
dois momentos ao longo do estudo. Novamente, foram observadas diferencas

significantes (p<0,001) apenas para os grupos TF e TC em relacao ao pré-teste e em

relacdo ao grupo controle no pos teste (p<0,001) (TABELA 6 e 7).

TABELA 6 - Area de seccdo transversa muscular da perna direita (PD) antes e ap6s

0ito semanas de treinamento.

ASTM PD (mm°)

Pré-Teste (PD)

Pos-Teste (PD)

C
TA
TF
TC

8347,3(1643,1)
8390,3(+817,5)
8332,4(+893,3)
8340,8(+1000,0)

8556,3 (+1579,7)
8658,2 (£922,3)
8849,5 (893,3)"
8996,8 (+919,5)"

Média = DP para os grupos controle (C), treinamento aerdbio (TA),

treinamento de forca (TF) e treinamento concorrente (TC). *- Valor pés-teste

significantemente maior que no pré-teste (p<0,001). !- Valores dos grupos TF e

TC significantemente maiores do que os do grupo C no pos teste (p<0,001).



TABELA 7 - Area de seccdo transversa muscular da perna direita (PE) antes e apos
oito semanas de treinamento

ASTM PE (mm?)

Pré-Teste (PE) Pés-Teste (PE)
C 8332,7(+1511,6) 8508,3 (+1467,4)
TA 8483,5(+920,9) 8756,1 (+1001,6)
TF 8215,4(+898,8) 8668,0 (952,4)"
TC 8261,4(+1002,0) 8882,7 (+868,4)"

Média = DP para os grupos controle (C), treinamento aerdbio (TA),
treinamento de forgca (TF) e treinamento concorrente (TC). *- Valor pds-teste
significantemente maior que no pré-teste (p<0,001). !- Valores dos grupos TF e

TC significantemente maiores do que os do grupo C no pos teste (p<0,001).

6.3 Consumo maximo de oxigénio e velocidade maxima

Os dados de consumo maximo de oxigénio, relativo e absoluto, e de vVWOzmax
podem ser visualizados nas TABELAS 8, 9 e 10. Nao houve alteragdes significantes
para nenhum dos grupos, nessas variaveis (p>0,05). Contudo, os grupos TA e TC
demonstraram uma alteracdo nao significante para o consumo relativo de 2,7% e

5,0% e para consumo absoluto de 6,2% e 6,5%, respectivamente.

TABELA 8 - Consumo maximo de oxigénio relativo antes e apds oito semanas de
treinamento para os grupos controle (C).

VO smax (MIeKgemin™)

Pré-Teste Pds-Teste
C 46,9 (+7,1) 45,7 (+10,7)
TA 50,9 (+4,4) 52,3 (+4,4)
TF 49,0 (+5,6) 48,4 (+8,1)
TC 51,2 (+7,0) 53,8 (8,7)

Média = DP para os grupos controle (C), treinamento aerdbio (TA),

treinamento de forca (TF) e treinamento concorrente (TC).



35

TABELA 9 - Consumo maximo de oxigénio absoluto antes e apds oito semanas de
treinamento.

VO jmax (Mlemin™)

Pré-Teste Po6s-Teste
C 3662,4 (+434,6) 3563,9 (£634,8)
TA 3523,2 (£328,1) 3744.,5 (+433,3)
TF 3488,7 (£399,3) 3492,5 (+626,6)
TC 3629,7(+611,2) 3866,9 (+554,1)

Média = DP para os grupos controle (C), treinamento aerdbio (TA),

treinamento de forga (TF) e treinamento concorrente (TC).

TABELA 10 - Velocidade de corrida na poténcia aerdbia maxima (vVWO-,mnay) antes e
apos oito semanas de treinamento.

VWO max (Kmeh™)
Pré-Teste Pds-Teste
C 16,9 (+1,8) 16,6 (+2,0)
TA 18,2 (+1,1) 18,9 (0,8)
TF 17,1 (+2,0) 17,5 (+1,8)
TC 18,7 (+1,4) 18,9 (+1,3)

Média + DP para os grupos controle (C), treinamento aerdbio (TA),

treinamento de forga (TF) e treinamento concorrente (TC).

6.4 Expressao génica

Os dados de expressao génica podem ser visualizados na FIGURA 3. As
andalises de expressdo génica demonstraram alteragcfes significantes na expressao
de mTOR e de S6K1. O grupo TF teve um aumento de 1,01 (+0,10) U.A para
1,44(+0,17) U.A no gene da mTOR em relacéo ao pré-teste e em relagéo ao grupo C
(p<0,05). A expressdo de S6k1 diminuiu de 1,01 (x0,15) U.A para 0,536 (x0,25)
U.A(p<0,001) somente no grupo TC em relacdo ao pré-teste e ao grupo controle no
pos-teste. Nao foram detectadas diferencas significantes nas expressées de AKt e
AMPK.
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FIGURA 3- Dados de expressdo génica para AMPK, Akt, mTOR e p705°%¢! (u.a) antes

e apos oito semanas de treinamento para 0s qgrupos controle (C),

treinamento aerébio (TA), treinamento de forca (TF) e treinamento

concorrente (TC) (Média+xDP). a — Diferenca significante em relacdo ao

pré-teste (p<0,001). b - Valor do grupo TC significantemente menor do

que os dos grupos C e TF no pos teste (p<0,001). ¢ - Valor do grupo TF

significantemente maior do que o do grupo C no pos teste (p<0,001).

6.5 Expresséao protéica

Os dados de expressao protéica podem ser visualizados nas FIGURAS 4, 5,

6, 7, 8 e 9. Nao houve diferencas significantes para a expressao total e fosforilada no

residuo treonina 172 da proteina AMPKa (FIGURA 4). Contudo o TA apresentou uma

forte tendéncia de aumento na p-AMPK em relacdo ao grupo C (p=0,056) (FIGURA

5).
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FIGURA 4 — Quantificacéo da proteina total AMPK (u.a.) para os grupos controle (C),
treinamento de aerdbio (TA), treinamento de forca (TF) e treinamento

concorrente (TC) (Média+DP).
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FIGURA 5 — Quantificacdo da proteina p.AMPK no residuo treonina 172(AMPK

fosforilada) para os grupos controle (C), treinamento de aerébio (TA),
treinamento de forca (TF) e treinamento concorrente (TC)

(Média+DP).
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N&o foram detectadas diferencas significantes para a expressédo total da
proteina AKt em nenhum dos grupos (FIGURA 6). A fosforilagdo da proteina AKt no

residuo serina 473, demonstrou alteragcdo somente no grupo TF em relacdo grupo C e

TA (p<0,05) (FIGURA 7).
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FIGURA 6 — Quantificacdo da proteina total AKt para os grupos controle (C),
treinamento de aerdbio (TA), treinamento de forca (TF) e treinamento

concorrente (TC) (MédiazDP).
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FIGURA 7 — Quantificacdo da proteina p.AKt no residuo serina 473 (AKt fosforilada)

para 0s grupos controle (C), treinamento de aerébio (TA), treinamento

de forca (TF) e treinamento concorrente (TC) (MédiazDP). * Valores do

grupo TF significantemente maiores que o grupo C (p<0,05). ! Valores

do grupo TF significantemente maiores gue o grupo TA (p<0,05).

Foi observada alteracdo significante na expressédo total da proteina p70
somente no grupo TC em relacdo ao C (p<0,05) (FIGURA 8). A fosforilagdo da
proteina p70 no residuo treonina 389 demonstrou alteracdo significante somente no
grupo TF em relacdo ao controle e ao TA (p<0,05) (FIGURA 9).
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FIGURA 9 — OQuantificacdo da proteina p.p70°%*! no residuo treonina 389 (p70

fosforilada) para os grupos controle (C), treinamento de aerébio (TA),
forca (TF) e (TC)

(MédiatDP). * Valores do grupo TF significantemente maiores que o

treinamento  de treinamento concorrente

grupo C (p<0,05). ! Valores do grupo TF significantemente maiores
que o grupo TA (p<0,05).
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7. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo comparar os efeitos de um modelo de
treinamento aerobio, forca e concorrente no consumo maximo de oxigénio, na forca
maxima e na area de seccdo transversa da musculatura anterior da coxa e em
alguns genes e proteinas envolvidas no processo de hipertrofia muscular e
biogénese mitocondrial. Além disso, verificar se possiveis alteragdes na expressao
génica e protéica sdo associadas a resposta hipertréfica e ao desempenho funcional.

Mesmo em estudos recentes, esses testes funcionais tém sido um dos
principais focos de investigacdo nos protocolos de TC, pois a maioria dos estudos
tem se preocupado apenas com o final do processo adaptativo (i.e forgca muscular e
consumo maximo de oxigénio) (GERGLEY, 2009). Dificultando assim, o
entendimento do mecanismo responsavel pelo efeito de interferéncia. O principal
achado do nosso estudo foi o ganho similar em for¢ga motora e hipertrofia muscular
nos grupos TF e TC, apesar de algumas diferencas na expressao génica e protéica.

7.1 Consumo maximo de oxigénio

O VO,uax € definido como a maior taxa na qual o oxigénio pode ser utilizado
pelo corpo durante o exercicio intenso. E uma das principais variaveis no campo da
fisiologia do exercicio e, frequentemente, usada como indicador do nivel de aptidao
cardiovascular de um individuo. Apés oito semanas de treinamento, ndo foram
detectadas diferencgas significantes no consumo maximo de oxigénio (VOauax) entre
0S grupos. As alteracOes registradas -2,5%, 2,7%, -1,2% e 5,0% no consumo relativo
e -2,6%, 6,2%, 0,1% e 6,5% no consumo absoluto para os grupos C, TA, TF e TC
respectivamente, ndo alcancaram nivel de significancia.

A exposicao prolongada e repetida ao TA pode causar alteragdes estruturais
e funcionais no sistema cardiovascular que promovem o aumento N0 VOy,yax. Assim
como no TF, a magnitude dessas alteracdes depende do modelo de treinamento
aplicado e também, do nivel inicial de treinamento dos individuos (WENGER e BELL,
1986).
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McCARTHY et al. (1995) verificaram aumentos significantes no VOazuax
relativo de 9%, 18% e 19% para os grupos TF, TA e TC respectivamente. Contudo, a
aptidao aerdbia dessa amostra foi considerada baixa pelos préprios pesquisadores
(39 ml.kg™.min™). No presente estudo a média do VO,uax dos grupos TF, TA e TC no
pré-teste foi 50,3 ml.kg™*.min™.

Por outro lado, KRAEMER et al. (1995) verificaram aumentos significantes no
VOouax em individuos das forcas armadas americanas apO0s 12 semanas de
treinamento. Como as analises eram feitas a cada quatro semanas, na oitava
semana os grupos TF, TA e TC, da mesma forma que no presente estudo, ndo
demonstravam diferencas significantes em relacdo ao pré treino (KRAEMER et al.,
1995). O nivel inicial dos voluntarios de KRAEMER et al. (1995) era 58,8 ml.kg™.min
! curiosamente na oitava semana esse valor sofreu uma reducao (56,9 ml.kg™.min™)
e alcanco significancia na 122 semana (63,4 ml.kg™*.min™).

Outros estudos também tém verificado aumentos na poténcia aerébia maxima
em populacbes mais treinadas com 16 semanas (BELL, SYROTUIK, SOCHA,
MACLEAN e QUINNEY, 1997) e 15 semanas (TANISHO e HIRAKAWA, 2009). Além
do periodo maior de treinamento, houve diferencas metodoldgicas na identificacéo do
VOyouax, que podem ter superestimado os valores finais de consumo. No estudo de
TANISHO et al. (2009) os dois grupos que foram submetidos a treinamentos
continuos ou intervalos, demonstravam um VOayax inicial de 51,5ml.kg™>.min™.

Os aumentos absolutos e relativos no VO,uax S@0 inversamente relacionados
com o nivel inicial de treinamento (WENGER e BELL, 1986). A maior magnitude de
aumento tem sido visualizada em individuos com menores valores iniciais de VOapax
(MCCARTHY et al., 1995) (GRAVELLE e BLESSING, 2000).

Uma vez que o efeito de treinamento € dependente do status inicial de
treinamento, proporcionalmente, menores ganhos serdo observados a medida que o
VO2max aumenta. Nesse caso, possivelmente para detectar diferencas significantes
0S sujeitos deveriam ter sido expostos a um periodo maior de treinamento e/ou
possuirem uma janela maior para adaptacdo cardiovascular caracterizado por um
indice de aptidao inicial menor.

Infelizmente, ndo foram realizadas medidas de desempenho como tempo de

corrida ou tempo de exaustdo na velocidade de VOauax (Tim). Possivelmente, seria
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detectada alguma diferenca entre os grupos, pois os modelos de treinamento eram
bem distintos e estudos demonstram que o TC promove efeito positivo nesses
indices de performance (CHTARA, CHAMARI, CHAOUACHI, CHAOUACHI,
KOUBAA, FEKI, MILLET e AMRI, 2005).

7.2 Forca dindmica maxima

Um dos principais achados do presente estudo € que oito semanas de
treinamento promoveram ganhos similares na forca dinamica maxima (1RM) nos
grupos TF e TC, mesmo com a intensidade elevada, nédo foi detectado efeito de
interferéncia para a forgca muscular. Foram observados ganhos significantes na forca
muscular de 18,5% para o grupo TF e 17,6% para o grupo TC, sem alteracdes
significantes para os grupos TA e C.

Esses dados vdo de encontro com o que é proposto pelo efeito de
interferéncia e a maioria dos estudos que investigou o TC (HICKSON, 1980) (CRAIG
et al., 1991; BELL et al., 2000; GRAVELLE e BLESSING, 2000). Contudo, abre uma
nova perspectiva para o TC, pois durante oito semanas, o0s voluntarios foram
submetidos a um protocolo intenso, sem sessdes intermediarias que Ihes permitiam
recuperacgédo visando o maximo de adaptacdo em ambas as capacidades motoras.

Um fator limitante na comparagdo entre os diferentes estudos é justamente a
periodizacdo empregada. Invariavelmente, os modelos de progressdo em TA
consistem em exercicios continuos e intervalados e TF com exercicios passando por
todas as intensidades de manifestacdo de forca muscular (BELL et al., 2000)
(MCCARTHY et al., 2002). No estudo de BELL et al. (2000) os voluntarios realizavam
exercicios continuos de 30 a 42 minutos duas vezes por semana e uma sessao de
exercicio intervalado a 90% do VO,uax. Os exercicios de forca foram realizados de
quatro a seis séries e repeticdes variando entre quatro e dez.

Ou seja, dificilmente sdo empregados protocolos especificos como o realizado
nesse estudo. O exercicio intervalado foi empregado para conseguir mais tempo de
treinamento proximo a intensidade de VO,uax € 0 TF visando o maximo de alteracao
morfolégica da musculatura esquelética. Contudo, a duracdo de oito semanas pode

ter sido o fator responséavel pela nao interferéncia na forgca dindmica méaxima, ja que



os estudos que encontraram tal fenbmeno tiveram treinamentos mais longos que os
utilizados no presente estudo (KRAEMER et al., 1995; BELL et al., 1997).

BALABINIS et al. (2003) submeteram seus voluntarios, individuos treinados, a
quatro sessdes semanais durante sete semanas de TA, TF e TC. Apés o periodo de
treinamento, ambos os grupos, TF e TC melhoram a forca maxima na mesma
magnitude (BALABINIS, PSARAKIS, MOUKAS, VASSILIOU e BEHRAKIS, 2003).

Realmente, a forca muscular tem sido afetada em protocolos com maior
duracédo, volume e frequéncia de treinamento (HICKSON, 1980; KRAEMER et al.,
1995). KRAEMER et al. (1995) submeteram seus voluntarios & um protocolo de 12
semanas de treinamento e quatro sessdes por semana, sendo 0S componentes
aerobio e forca treinados no mesmo dia. Ao final do estudo, os ganhos de forca
observados (30% e 19,5% para o TF e TC respectivamente) revelaram a ocorréncia
da interferéncia. Também € importante destacar que a diferenca na oitava semana sé
demonstrava efeito para a situacéo pré treino.

No nosso protocolo, apesar da intensidade elevada de ambos os
componentes, optamos por um intervalo de recuperacédo relativamente longo (48
horas), pois em um estudo piloto foi verificado que os voluntarios ndo conseguiam
realizar as sessOes de treinamento, com a intensidade proposta, trés vezes por
semana.

Os autores que defendem que um fator determinante no efeito de
interferéncia pode ser o0 excesso de treinamento (MCCARTHY et al., 1995)
argumentam que os modelos de treinamento ndo sdo usuais para desenvolver a
forca muscular. De fato, no estudo de HICKSON (1980) o treinamento aplicado
estressava 0 mesmo grupo muscular cinco dias por semana.

Inversamente, os estudos que nao identificaram o efeito de interferéncia na
forca muscular foram de curta duracéo e baixa frequéncia (MCCARTHY et al., 1995;
MCCARTHY et al., 2002; BALABINIS et al., 2003) ou baixo volume e longa duracéo
(HAKKINEN et al., 2003).

Em individuos destreinados HAKKINEN et al.(2003) ap0s 21 semanas de
treinamento observaram aumento nos ganhos de forca de 21% e 22% para 0sS
grupos TF e TC respectivamente, treinando duas vezes por semana. Em oito

semanas com individuos fisicamente ativos, observamos ganhos significantes na
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forca muscular de 18,5% para o grupo TF e 17,6 para o grupo TC (HAKKINEN,
KRAEMER, NEWTON e ALEN, 2001).

Ou seja, com menos da metade da duracdo do estudo de HAKKINEN et al.
(2003) observamos ganhos similares na forca muscular, contudo, os niveis iniciais de
aptidao fisica dos voluntarios eram bem diferentes entre os dois trabalhos. Os
voluntarios do presente estudo, apesar de possuirem um nivel de aptiddo melhor,
nao tolerariam 21 semanas de treinamento do protocolo proposto, por outro lado, os
voluntarios de HAKKINEN et al. (2003) ndo conseguiriam treinar na intensidade que
NOsSsos voluntarios treinaram.

Uma importante conclusdo do ponto de vista pratico € que oito semanas de
treinamento, onde os dois componentes (forca e aerdbio) sdo treinados em ordem
alternada e com 48 horas de intervalo entre as sessdes, é capaz de promover
ganhos na forca méaxima similares aos do TF.

Por outro lado, as mesmas oito semanas, podem ser vistas como o fator
limitante do estudo, haja vista que os protocolos de TC que produziram efeito de
interferéncia na forgca motora tinham uma durac&o maior (i.e > 10 semanas). Como
no presente estudo a frequéncia semanal empregada foi de duas sessoes,
provavelmente, seria necessario um tempo maior para a visualizacdo do efeito de

interferéncia.

7.3 Area de seccéo transversa da musculatura da coxa

As medidas da AST da musculatura do quadriceps foram feitas para examinar
como os modelos distintos de treinamento atuam na hipertrofia muscular. Para a PD
e PE foram verificados ganhos significantes de 6,2% e 7,8% e 5,5% e 7,5% para 0s
grupos TF e TC respectivamente, em relacdo ao pré-teste (p<0,001). O grupo TA
demonstrou pequeno aumento sem significancia em relacdo ao pré-teste para a PD e
PE 3,1% e 3,2% respectivamente.

WERNBOM et al. (2007) em um trabalho de revisdo, na qual eles
demonstraram a influéncia da frequéncia, intensidade, volume e modelo de TF na
AST, demonstraram dados que corroboram com 0s nossos achados. Dentre todos os

estudos analisados nessa revisdo eles relataram um aumento médio na AST do
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quadriceps de 8,5% (variando 1,1 - 17,3%) (WERNBOM, AUGUSTSSON e
THOMEE, 2007).

Os autores também quantificaram o valor médio de aumento diario da area de
seccao transversa combinando acfes musculares concéntricas e excéntricas, esse
valor foi de 0,12% por dia (variando 0,04 — 0,55%) (WERNBOM et al., 2007). Os
autores chegaram nesses valores dividindo o ganho total ao final do estudo pelo
namero de sessdes. Aplicando a mesma metodologia (6,2/16) e (7,8/16), obtemos
aumentos medios diarios de 0,38% e 0,48% para a perna direita dos grupos TF e TC,
respectivamente, também similar aos valores reportados por WERNBOM et al.
(2007).

Os poucos estudos de TC que analisaram a AST da musculatura da coxa, por
circunferéncia do quadriceps (MCCARTHY et al, 1995), por tomografia
computadorizada (MCCARTHY et al, 2002) ou do quadriceps através de
ressonancia magnética por imagem (HAKKINEN et al., 2003), ndo demonstraram
diferencas entre os grupos TF e TC.

MCCARTHY et al (2002) ap6s 10 semanas de treinamento realizado trés
vezes por semana reportaram ganhos na AST do quadriceps de 12%, 14% e 3%
para os grupos TF, TC e TA, respectivamente (MCCARTHY et al., 2002).

No estudo de HAKKINEN et al. (2003), os pesquisadores avaliaram a AST do
quadriceps utilizando a mesma técnica de imagem que o presente estudo. Apos 21
semanas, o0s resultados foram bem semelhantes aos nossos, ambos 0S grupos
demonstraram aumentos significantes na AST da musculatura da coxa de 6% e 9%
para os grupos TF e TC, respectivamente.

Ha muito tempo, o potencial para o aumento da AST da musculatura
esquelética apés o TF é conhecido (MORITANI e DEVRIES, 1980). Desde que, 0s
primeiros estudos comecaram a identificar o efeito de interferéncia na forca muscular
(HICKSON, 1980; CRAIG et al., 1991), atribui-se a interferéncia na forca motora a
alguma atenuacéao do crescimento muscular durante o TC.

Contudo, os nossos achados corroboram com os outros estudos, que quando
analisada a AST da musculatura envolvida em ambas as tarefas, ndo é detectada a
interferéncia no seu desenvolvimento. Outro dado importante, é que independente da

duracdo do estudo, o efeito em termos percentuais € pequeno, ao redor de 8,5%
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(WERNBOM et al., 2007), o que em tese dificultaria detectar diferencas entre os
grupos.

Desta maneira, olhando apenas para o corte medial do quadriceps, podemos
concluir que o TC realizado durante oito semanas com intensidade elevada, nao

afeta a hipertrofia muscular.

7.4 Expressao génica e protéica

O comportamento da expressdo génica e protéica associadas a hipertrofia
muscular e a biogénese mitocondrial apds trés modelos distintos de treinamento (TA,
TF e TC) também foi o foco dessa investigacao.

O TA ndo demonstrou nenhuma alteragdo na expressao génica e protéica
associadas a hipertrofia muscular. Essa resposta corrobora com os dados de
ATHERTON et al. (2005), que demonstraram uma especificidade das proteinas
estudas frente a protocolos de eletroestimulagdo que mimetizavam exercicios
aerébio ou de forca. De fato, quando o protocolo de estimulacdo simulava o exercicio
aerébio houve aumento na AMPK, enquanto para o protocolo que simulava o
exercicio de forca foi verificada alteracdo na Ak/mTOR/p70°®¢*. Baseados em seus
achados, eles propuseram que as vias de sinalizacdo da AKt e a da AMPK
representam sinalizacbes divergentes frente ao exercicio fisico. De acordo com
esses autores, quando ativada, a via da AMPK induziria 0 muasculo a adaptagéo
aerobia (ATHERTON et al., 2005).

Em nosso estudo, apesar de ndo haver alteracdo na expressao génica da
AMPKal, a fosforilacdo da APMKa no residuo treonina 172, que detecta a
fosforilagdo das subunidades al e a2 demonstrou uma forte tendéncia para o
aumento (p=0,056) em relagc&o ao controle.

Diversos estudos tém citado a AMPK, ndo s6 como uma importante quinase
envolvida na regulacdo do metabolismo energético, mas também como essencial no
processo adaptativo ao TA. A AMPK desempenha papel chave no processo de
biogénese mitocondrial (HOLLOSZY, 2008; HOOD, 2009) decorrente do TA.

Dois fatores tem relacionado a AMPK ao processo adaptativo do exercicio
aerobio. Primeiro, ela é responsiva ao exercicio aerébio em diferentes intensidades,

tanto agudo como cronicamente, em humanos (STEPHENS et al., 2002; CHEN,
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STEPHENS, MURTHY, CANNY, HARGREAVES, WITTERS, KEMP e MCCONELL,
2003; FROSIG et al.,, 2004). Segundo, ela é capaz de fosforilar o Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1a (PGC-1a) nos residuos Treonina
177 e Serina 538 (JAGER et al., 2007). O aumento na expressdo do PGC-la é
acompanhado pelo aumento no fator nuclear de transcricdo respiratério 1 (NRF-1),
um importante regulador na transcricdo de proteinas envolvidas no processo de
biogénese mitocondrial (HOOD, 2009).

A mitocondria é particularmente interessante, pois ela possui seu proprio DNA
(mtDNA), que € diferente do DNA encontrado no nudcleo. O mtDNA € pequeno e
compacto e tem uma capacidade limitada de codificar proteinas, (HOOD, 2009).
Devido a essa capacidade limitada de codificar proteinas a mitocondria precisa
importar boa parte do material genético envolvido na biogénese mitocondrial. A
ativacdo do PGC-1 a pela AMPK estaria envolvida na regulacdo desse processo
(HOLLOSZY, 2008).

Camundongos geneticamente modificados para ndo expressar AMPK, nao
demonstraram aumento no PGC-1a e no conteudo mitocondrial. Por outro lado, os
camundongos selvagens submetidos ao tratamento com S-guanidinoproprionic acid
(B-GPA), que simula a deplecdo energética visualizada no exercicio fisico,
demonstraram um aumento significante no DNA mitocondrial e na densidade
mitocondrial (ZONG et al., 2002).

Esses dados demonstram a importancia da AMPK no processo de adaptacao
ao TA, uma vez que, na auséncia de sua expressao, ndo somente o DNA, mas a
densidade mitocondrial também n&o demonstra alteracdo. Uma menor densidade
mitocondrial produziria, em tese, um menor consumo de oxigénio.

No presente estudo, é importante destacar que, apesar de ndo haver
diferencas significantes no VO,uax € na expressao génica e protéica da AMPK, eles
apresentaram uma tendéncia de aumento. E possivel que o a duracdo do estudo
e/ou o nivel inicial de aptiddo dos voluntarios podem ter refletido na auséncia de
diferenca estatistica.

Por outro lado, o aumento na forca muscular e na AST observado no grupo
TF ocorreu juntamente com alteragbes significantes na expressdo de genes e

proteinas associados a hipertrofia muscular.
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No musculo esquelético, a hipertrofia das fibras musculares € causada devido
ao aumento na taxa de sintese protéica. Esse aumento promove o aclUmulo de
proteinas responsaveis pelo crescimento das fibras musculares. A via AKt/mTOR/p70
parece exercer um papel determinante no aumento da sintese protéica (MATSAKAS
e PATEL, 2009).

Essa funcdo exercida pela mTOR, parece depender da sua capacidade em
estimular a traducao, processo envolvido na sintese protéica, onde organelas como o
ribossomo s&o essenciais para ligacdo ao RNAmM e a formacdo de cadeias
polipeptidicas.

Em nosso estudo, a expressdo do gene da mTOR demonstrou aumento
significante de 43 % ap0s oito semanas de treinamento em relacédo ao pré-teste e ao
grupo C somente no grupo TF, sem apresentar alteracdes significantes nos grupos
TA e TC . A fosforilagdio da AKt®™"? e p70™® também aumentaram 45% e 62%,
respectivamente, no TF em relacdo ao grupo C.

E importante destacar, que ainda existem poucos estudos cronicos que
verificaram os efeitos do TF na via AKUMTOR/p70°*' (TERZIS, GEORGIADIS,
STRATAKOS, VOGIATZIS, KAVOURAS, MANTA, MASCHER e BLOMSTRAND,
2008) (HULMI, TANNERSTEDT, SELANNE, KAINULAINEN, KOVANEN e MERO,
2009) Da mesma forma, sdo escassos 0s estudos cronicos que analisaram o efeito
do TF na expressao génica de humanos (LAMAS, AOKI, UGRINOWITSCH,
CAMPOS, REGAZZINI, MORISCOT e TRICOLI, 2009).

LAMAS et al. (2009) LAMAS et al. (2009) recrutaram voluntarios com
experiéncia em TF para comparar os efeitos de 8 semanas de treinamento de forca e
poténcia no gene da mTOR e de outras proteinas relacionadas a plasticidade
muscular. Apés o periodo de treinamento foi verificado aumentos significantes no
gene da mTOR (efeito de tamanho de 2,8). O maior aumento da expressao do gene
da mTOR no estudo de Lamas et al. (2009), comparado com 0 presente estudo,
pode ser devido tanto ao nimero de sessdes semanais (3 x 2 sessfes semanais) ou
a intensidade do treinamento, ja que eles utilizaram um protocolo de forca maxima
enguanto nés utilizamos um protocolo de resisténcia de forca(LAMAS et al., 2009).

Boa parte da capacidade da mTOR estimular o processo de tradugdo esta

relacionada a fosforilagdo da p70°°!, a qual atua na fosforilacdo do polipeptidio
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ribossomal S6 na subunidade ribossomal 40S, proximo dos fatores de iniciagédo e do
RNAmM (KOOPMAN et al., 2006). A eficacia de todo esse aparato de traducéo,
possibilita o acoplamento correto dos ribossomos no RNAm, possibilitando a
sequéncia de eventos chave para a sintese de proteinas. A maior fosforilacdo da
p70"38% esta associada ao aumento da hipertrofia muscular apés 14 semanas de
treinamento de forca (TERZIS et al., 2008).

HULMI et al. (2006) submeteram individuos fisicamente ativos a um protocolo
de TF com suplementacdo de whey protein e TF com placebo. Os exercicios foram
similares aos nossos (cadeira extensora e leg-press), com intensidade entre 40 e
85% de 1RM, em duas sessfes semanais, durante 21 semanas. Ao término do
estudo foi verificado um aumento no volume muscular medido por ultrassonografia e
uma maior fosforilagdo da p70™®° para ambos os grupos (i.e. suplementado e
placebo) em relacéo ao controle (HULMI et al., 2009).

Nossos dados corroboram com os achados da literatura, pois também
verificamos aumento na AST da musculatura do quadriceps associado ao aumento
da expressdo génica de mTOR e maior fosforiicdo de AKt™"? e p70"m3&.
Demonstrando a importancia dessas proteinas na hipertrofia muscular em resposta
ao TF.

Outro objetivo importante desse trabalho, foi caracterizar o efeito do TC na
expressdo génica e protéica da AMPK, AKt, mTOR e p70°°¢!. Ultimamente, tem se
produzido um numero consideravel de artigos sobre os efeitos agudos e crénicos do
TF na via AKUmTOR/p70°°! (DREYER et al., 2006) (TERZIS et al., 2008; HULMI et
al., 2009). Por outro lado, a AMPK tem sido estudada, na sua maioria, em modelos
animais (BOLSTER et al., 2002; ZONG et al., 2002), em humanos de maneira aguda
(LEE-YOUNG, KOUFOGIANNIS, CANNY e MCCONELL, 2008; GIBALA, MCGEE,
GARNHAM, HOWLETT, SNOW e HARGREAVES, 2009) ou em periodos curtos de
treinamento (i.e 10 dias) (BENZIANE, BURTON, SCANLAN, GALUSKA, CANNY,
CHIBALIN, ZIERATH e STEPTO, 2008).

E importante destacar, que até o presente momento é pouco conhecido o
efeito cronico do exercicio aerébio e da associacdo de exercicios de forca e
resisténcia aerébia na expresséo génica e protéica da AMPK, AKt, mTOR e p703%<*.
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Um dos principais achados foi que apesar de algumas respostas
diferenciadas em relacéo ao TF, os ganhos em forgca e principalmente na hipertrofia
muscular foram similares entre os grupos TF e TC. O gene da mTOR e a fosforilcéo
de AKE™™  p70"8 demonstraram aumento em relagcdo ao controle somente no
TF. Por outro lado, o TC demonstrou aumento em relagdo ao controle na expressao

total de p70°°<* (O

e uma reducao na expressao génica de p7 em relacdo ao pré
treino.

A diminuicdo de 46% no gene da p70°®* observada apenas no grupo TC n&o
refletiu em menor ganho de hipertrofia muscular, haja vista a importancia dessa
proteina para o aumento da massa muscular (AGUILAR, ALLIOUACHENE,
SOTIROPOULOS, SOBERING, ATHEA, DJOUADI, MIRAUX, THIAUDIERE,
FORETZ, VIOLLET, DIOLEZ, BASTIN, BENIT, RUSTIN, CARLING, SANDRI,
VENTURA-CLAPIER e PENDE, 2007) (MATSAKAS e PATEL, 2009). Curiosamente,
0 aumento no conteudo total ndo se refletiu em aumento da fosforilacdo no residuo
treonina 389.

Pode ser que houve uma dissociacdo temporal entre o aumento da
fosforilacdo da proteina e o aumento da sintese protéica. De fato, (DREYER et al.,
2006) demonstraram que o aumento de fosforilagdo pode estar dissociado do
aumento da sintese protéica. Provavelmente, no instante em que o tecido muscular
foi obtido (i.e. 36 horas apds a Ultima sessdo de treinamento) a fosforilacdo da
p70"% 4 havia diminuido. E provavel que o TC e TF produzam diferentes
dindmicas na fosforilacdo das proteinas envolvidas na hipertrofia muscular j& que ndo
houve diferencas de hipertrofia entre os grupos TF e TC.

Contudo, a grande expectativa estava relacionada ao comportamento da
AMPK durante o TC. Desde o estudo de ATHERTON et al. (2005) que demonstrou
uma especificidade na resposta molecular perante estimulos divergentes que
simulavam o TA e o TF, inUmeras revisbes tém dado destaque para o possivel
comportamento das vias AMPK/PGC-1a e AKt/mTOR/p70 apds um protocolo de TC.
(NADER, 2006; COFFEY e HAWLEY, 2007; HAWLEY, 2009; MATSAKAS e PATEL,
20009).

Todas as revisdes citadas tem associado o efeito de interferéncia visualizado

no TC a uma provavel acentuacdo da ativacdo da APMK apés o TC, quando
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comparado ao TF. Uma vez que o exercicio aerébio (FROSIG et al., 2004) aumenta
a fosforilacdo da APMK, e a maior ativagdo dessa quinase estd relacionada a
diminuicdo da sintese protéica (BOLSTER et al., 2002) ], parece ébvio sugerir que a
maior ativacdo da AMPK apos o TC esteja associada ao efeito de interferéncia.

Os nossos dados para a AMPK no TC precisam ser vistos com cautela. Nao
houve efeito de interferéncia, entretanto, ndo podemos descartar a possivel fungéo
dessa quinase no efeito de interferéncia, pois a resposta hipertrofica dos grupos TF e
TC foi observada sem alteracdo na AMPK. Por outro lado, no TA, o qual nao
promove alteracdes na AST dos musculos esqueléticos, o aumento da AMPK foi de
350%, apesar de ndo ter alcancado significancia estatistica.

Outro dado que precisa ser destacado € o modelo e a populacdo que tem
demonstrado as alteracbes na AMPK. A ativacdo robusta da AMPK tem sido
visualizada por meio de agentes farmacoldgicos utilizados em modelos animais
(BOLSTER et al., 2002) ou apés sessdes agudas nas quais os individuos nao estéo
acostumados com o estimulo proposto (CHEN et al., 2003).

COFFEY et al (2006) colocaram individuos treinados em forca (9 anos de
experiéncia) e resisténcia aerdbia (8 anos de experiéncia) para realizarem tarefas
especificas e inespecificas. Os voluntéarios treinados em forca e resisténcia aerdbia
realizaram um protocolo de TF que consistia em oito séries de cinco repeticdes no

dinamémetro isocinético a 30°s

e em um protocolo de TA que consistia em 60
minutos a 70% do VOypico. A fosforilacdo da AMPK demonstrou aumento significante
somente no grupo forca apds o protocolo de exercicio aerdbio (COFFEY, ZHONG,
SHIELD, CANNY, CHIBALIN, ZIERATH e HAWLEY, 2006).

Os dados de COFFEY et al. (2009) indicam que individuos com maior indice
de aptiddo aerdbia possam ter uma menor resposta a atividade da AMPK. Somente
os individuos treinados em forga demonstraram alteracéo significante na atividade da
AMPK ap6s o exercicio aerobio. O VOypic, dos individuos eram de 65,2 (+6,4) ml.kg
! min™ e 36,9 (+7,4) ml.kg™.min™ para aerébio e forca respectivamente.

O nosso modelo também pode ter contribuido para essa atenuagdo na
fosforilagdo da AMPK no TC. A maioria dos estudos que observou o efeito de
interferéncia na forgca motora, o exercicio aerdbio era realizado previamente ao
exercicio de for¢ca (HICKSON, 1980; CRAIG et al., 1991; KRAEMER et al., 1995). Em
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nosso estudo, a ordem das sessOes foi alternada, o que em tese, pensando na
duracdo e no tempo de recuperagdo entre as sessOes, pode ter permitido a

sobreposicéo das via AKt/mTOR/p705%?

na fosforilacdo da AMPK. Haja vista, que o
aumento na TSP pode durar até 48 horas apds uma sessdo de exercicio de forca
(PHILLIPS, TIPTON, AARSLAND, WOLF e WOLFE, 1997) e um dos poucos estudos
que mediu a fosforilagdo da AMPK apds 24 horas de exercicio aerobio realizado a
63,1%(VOypico), Na0 verificou diferenga quando comparado a situagéo pré exercicio

(LEE-YOUNG et al., 2008).

7.5 CONCLUSOES

O nosso estudo foi o primeiro a demonstrar o efeito crénico de trés modelos
distintos de treinamento na expressdo génica e protéica da AMPK. O principal
achado foi que os aumentos na forga e hipertrofia muscular nos grupos TF e TC
ocorreram sem alteracbes na fosforilacdo da AMPK, uma reguladora negativa da
sintese de proteinas. Contudo, ndo podemos descartar ou associar a sua atividade
ao efeito de interferéncia visualizado no TC, pois uma limitagdo do nosso estudo na
investigacdo dessa quinase, foi a duragdo do treinamento relativamente curta, que
nao proporcionou o efeito de interferéncia.

Do ponto de vista pratico, nosso estudo demonstrou que é possivel obter
ganhos similares na forca motora e hipertrofia muscular durante oito semanas de TC

em alta intensidade.
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ANEXO | CONSENTIMENTO INFORMADO

Formulério E
ESCOLA DE EDUCACAO FiSICA E ESPORTE
DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrucdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO INDIVIDUO.......ccuiuiiietiietiet ettt sttt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO & ..ooiiiiiiiiiiiiiiiieie e SEXO:.MF
DATA NASCIMENTO: ........ [ l......

ENDEREQGCO ...t ne e NO..ovvrieen APTO.........
BAIRRO: ..., CIDADKE ...t

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROJETO DE PESQUISA

“Treinamento Concorrente - identificacdo de mecanismos responsaveis pela competicdo

entre as adaptacdes”
2. PESQUISADOR RESPONSAVEL

Prof Dr Carlos Ugrinowitsch



3. CARGO/FUNCAO
Professor Doutor
4. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO RISCO MEDIO X
RISCO BAIXO RISCO MAIOR
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou
tardia do estudo).
5. DURACAO DA PESQUISA

Treze (13) semanas

Il - EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO INDIVIDUO OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e 0os objetivos da pesquisa;

O objetivo deste estudo intitulado “Treinamento Concorrente - identificagéo de
mecanismos responsaveis pela competicdo entre as adaptacdes” € identificar o

possivel mecanismo responsavel pela reducéo da resposta adaptativa no
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desenvolvimento da forca e hipertrofia muscular, por meio de analise molecular das

quinases sinalizadoras responsaveis por essas adaptacdes. Os resultados obtidos no

estudo poderao ser Uteis no entendimento desta questdo, a qual é conhecida como

fendmeno de interferéncia e na melhor programacao de treinamento de atletas cujas

modalidades envolvam a combinacéo de treinamento de forca e resisténcia aerobia

conhecido como Treinamento Concorrente (TC). Este estudo sera conduzido pelo

Bacharel em Educacéo Fisica Eduardo Oliveira de Souza, mestrando em

Biodinamica do Movimento Humano pela EEFEUSP.

2. procedimentos que serdo utilizados e propdésitos, incluindo a identificacdo dos

procedimentos que sao experimentais;

Inicialmente vocé participara de 2 sessdes iniciais, com intervalo de pelo menos

48 horas, que terdo como objetivo familiarizar vocé com os procedimentos e as
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avaliagbes iniciais. Na semana subseqiente vocé realizara os testes iniciais. Os
testes serdo: teste de 1 RM no leg press 45° teste de VO,nax € coleta de tecido
muscular (biépsia muscular). Depois, vocé participara de duas sessdes semanais
de treinamento, onde podera realizar treinamento de forca, de resisténcia aerdbia,
ou concorrente (treino de forgca e de resisténcia na mesma sesséo) durante 8

semanas. Apos, o periodo de treinamento, 0s mesmos testes serdo repetidos.

Teste de consumo de oxigénio (VO2max)

Este € um teste de corrida na esteira. O teste terd uma velocidade inicial de 6
kmeh™, a cada minutos a velocidade da corrida serd aumentada em 1,2 kmeh?!,até
a sua exaustdo voluntaria. A cada estagio Ihe sera perguntado sua percepcao

subjetiva de esforco e sera aferida a sua frequéncia cardiaca.

Teste de forca méxima dinamica (1RM)

Este € um teste no aparelho de musculacdo leg press 45° e consiste na
obtencdo da maxima quantidade de peso que pode ser levantada em uma
repeticao (flexdo-extensdo de joelhos) no aparelho. Apds um periodo de 5 min de
aguecimento na esteira, sera realizado o aquecimento especifico que consiste em
5 repeticbes com carga de 50% do maximo e 3 repeticdes com 70% estimados na
familiarizacdo. A partir da carga inicial, o peso levantado sera aumentado até que o
sujeito ndo consiga completar uma repeticdo com aquela carga. O numero total de
tentativas para estimar o 1RM ndo podera ser maior que cinco e encorajamento

verbal sera realizado durante as tentativas.
A seguir temos a descricdo completa do procedimento de bidpsia:

Neste procedimento, extrairemos uma pequena amostra (aproximadamente
100mg) da porcao lateral e mais volumosa do musculo vasto lateral, localizado na
parte anterior da coxa. A identificacdo da por¢do mais volumosa do musculo sera
feita através da visualizacdo da area durante um contracdo voluntaria maxima. O

procedimento de biopsia muscular sera realizado a partir da utilizacdo de uma agulha
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especialmente desenvolvida para extrair pequenas amostras de musculo (de
tamanho aproximado de dois graos de arroz cozidos).

Para a realizacdo do procedimento, vocé devera se manter deitado em uma
maca, mantendo os joelhos estendidos e a musculatura relaxada.

Depois da identificacdo da area muscular, esta sera tricotomizada (tera seus
pelos removidos) com o uso de laminas descartaveis individuais e limpa com gazes
molhadas em anti-séptico cirurgico por individuo trajando luvas esterilizadas.

Apos a remocao dos pelos e limpeza da area, um primeiro campo cirdrgico
sera inserido sob a perna do individuo. O médico responsavel (trajando luvas
esterelizadas) fara entdo a anestesia do local com a utilizacdo de xilocaina a 1%,
administando-a com seringa e agulha hipodérmicas descartaveis de forma sub-
cutanea (sob a pele). Durante este procedimento, o individuo podera, de acordo com
0 seu grau de sensibilidade, sentir um breve desconforto, parecido com uma
sensacado de calor local, devido a acdo do anestésico. ApGs a aplicacdo do
anestésico, a area a ser biopsiada e seus arredores serdo novamente limpos com
anti-séptico cirargico e cobertos com um segundo campo-cirdrgico, esterilizado,
individual e descartavel.

Uma vez anestesiado o local, serd feita entdo a incisdo para se obter a
amostra de tecido muscular. Para tal, o médico responsavel utilizard uma fina e
pequena lamina de bisturi (n°11), esterilizada, individual e descartavel para realizar a
incisdo de aproximadamente 0,5 cm de extenséo. A incisdo cortara a pele e a fascia
(tecido que recobre o musculo) do musculo a ser biopsiado. O individuo ndo devera
sentir qualquer dor durante a realizacdo deste procedimento, uma vez que ndo ha
terminacdes nervosas sensitivas a dor na fascia muscular ou no préprio musculo e o
restante da regido envolvida esta anestesiada.

Feita a incisdo, vocé sera instruido a relaxar a musculatura. A agulha de
bidpsia, esterilizada e de uso individual, é entdo inserida pelo médico responsavel
através do orificio da incisdo. Seguida de uma pequena succdo, gerada na
extremidade superior externa da agulha por uma seringa de 120cc, um pequeno
pedaco de musculo é puxado para o interior da agulha e cortado para ser entdo
removido juntamente com a agulha. Durante este procedimento, o qual deve durar ao

redor de 15 segundos, vocé devera sentir apenas uma pequena pressao pela agulha,
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e nao dor. Frequentemente os sujeitos reportam auséncia de qualquer sensacao de
desconforto.

Vocé serd sempre informado dos procedimentos que tomardo seqiéncia, e apos a
retirada da agulha, sera aplicada presséao, com ataduras de gaze esterilizadas, sobre
0 ponto de incisdo para prevenir sangramento (usualmente ndo se observa qualquer
sangramento). A incisdo sera entdo fechada com fita adesiva esterilizada e coberta
com uma peguena atadura para prevenir o seu desprendimento. Uma faixa de crepe
sera envolvida na coxa, sobre a regido da inciséo, aplicando pressao continua, a fim
de evitar formacdo de edema local. Vocé sera instruido a manter a bandagem por 24
horas e a manter a incisdo limpa e seca pelo mesmo periodo. Também sera
informado que vocé se abstenha de exercicios de musculacdo pelas proximas 72
horas. Estes procedimentos diminuem a possibilidade de sangramentos e dor
posteriores. No local da incisdo podera ficar uma pequena cicatriz na sua pele, que
dependendo de caracteristicas individuais desaparecera com o tempo.

Alguns individuos podem sentir dor localizada no periodo de
aproximadamente 24 horas apos o procedimento. Tal sensacdo ndao deve ser maior
do que aquela devido a realizacdo de um exercicio de musculacao intenso.

As complicacdes devido a este procedimento sdo raras, e se estendem a
sangramento posterior e edema local, os quais devem ser tratados com aplicacao
breve de frio (gelo envolvido em saco e pano), compressao e elevacdo da perna.
Tais complicacdes podem estender o periodo pelo qual o individuo sentira dor, mas
uma vez que a regido ndo apresenta grandes vasos sanguineos ou nervos, é

extremamente rara a ocorréncia de complicacdes desta natureza.

Um folheto com as seguintes informacfes sera entregue ao sujeito ao término do

procedimento:
INSTRUCOES DE TRATAMENTO E CUIDADOS POS BIOPSIA
1. Mantenha a incisdo da biopsia limpa e seca durante pelo menos 24 horas.

N&o a molhe no chuveiro, banheira ou similar. Nado nade no mar ou piscina

durante este periodo.
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2. Retorne ao laboratério 24 horas apds o procedimento para checagem da
Incisao.

3. Mantenha a faixa compressiva por pelo menos 24 horas. Ela ajudara a
diminuir os sintomas em caso de dor, e previnira a formacao de edema local.

4. Em caso de anormalidades ou duvidas, entre em contato com o médico
responsavel (11 3091-3168 e 11 9934-8348).

ApoOs a obtencéo inicial de tecido muscular através de biopsia, havera um periodo
de 1 semana antes do inicio do treinamento. Os mesmos procedimentos de obtencao
de amostras de tecido muscular e testes de desempenho seréo repetidos apds 4 e 8
semanas do inicio do treinamento (término do periodo de treinamento). Desta forma,

0 comprometimento total de tempo do sujeito com o estudo sera de treze semanas.

3. Desconfortos e riscos esperados;

Os riscos envolvidos na participacdo deste estudo sdo médios. Vocé podera sentir
um pouco de dor muscular tardia (24-72 horas apds) decorrente dos esforgos
realizados nas sessdes de treinamento, bem como nas ocasifes das obtencdes das
amostras de tecido muscular (bidpsias). Este desconforto serd pequeno e nhao
impedirad vocé de prosseguir com as suas atividades diarias. Na preparacdo para a
obtencdo da amostra de tecido muscular vocé podera sentir pequena sensacéo de
ardor devido a aplicacdo do anestésico local e durante a extracdo da amostra vocé
podera sentir pressdo no local e/ou contracdo muscular involuntaria. O risco de
infeccdo decorrente da obtencdo da amostra de tecido muscular € minimo tendo em
vista todos os cuidados e procedimentos experimentais que serdo tomados. Além
disso, ndo existe na literatura especifica relatos de qualquer tipo de problema
decorrente da bidpsia. Outra possibilidade de desconforto podera ocorrer nos testes
e nas sessOes experimentais realizados em esteira rolante. Poderdo ocorrer
sensacdes de desconforto como tontura, desmaios, enjoos, além da possibilidade de

dor muscular tardia.

4. Beneficios que poderao ser obtidos;
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Nao haver4 compensacédo financeira pela sua participacdo neste estudo. Vocé
recebera um relatério completo sobre seu desempenho e participagdo assim

como do resultado final do estudo.

5. procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo.
N&do sera possivel realizar qualguer procedimento alternativo em
substituicdo ao protocolo de treinamento, obtencdo de amostras e testes de

desempenho.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo se colocam a disposicdo para
esclarecer, a qualquer momento, as possiveis duvidas sobre os procedimentos,
riscos e beneficios proporcionados pelo estudo. Além disso, vocé tem o direito de
se retirar a qualguer momento do estudo sem que isso lhe proporcione qualquer
prejuizo ou transtorno. As informacdes obtidas durante o estudo ficardo guardadas
sob sigilo e privacidade absolutos. Em caso de qualquer emergéncia médica, 0s
responsaveis pelo estudo Ihe acompanhardo ao Hospital Universitario (HU) que se
localiza na Av. Prof. Lineu Prestes, 2565 - Cidade Universitaria- Fone: 3039-9468.

V. - ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA:

Em caso de necessidade vocé podera entrar em contato com o Bacharel
Eduardo Oliveira de Souza: 81524376/3599191.

VI. OBSERVAQOES COMPLEMENTARES
Nenhuma
VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Projeto de

Pesquisa.



Sao Paulo, de de 2009.

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

assinatura do pesquisador

(carimbo ou nome legivel)
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ANEXO Il APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA E PESQUISA

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO [ i| ( :' ' }

ESCOLA DE EDUCACAO FISICA E ESPORTE

Of. CEP/962007/EEFE/26.11.2007

Senhor(a) Pesquisador(a)

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Escola de Educacdo Fisica e
Esporte da Universidade de Sdo Paulo, em reunido ordinaria realizada em 23 de
novembro de 2007, aprovou o Protocolo de Pesquisa n. 2007/26 — “Treinamento
Concorrente - identificagdo de mecanismos responsaveis pela competicdo entre as
adaptacdes”, sob sua responsabilidade.

Solicitamos a observancia da apresentagdo de relatério ao término do

desenvolvimento da pesquisa, em fevereiro de 2010.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Valmor rto Augusto Tricoli
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa

limo(a). Sr(a).
Prof(a). Dr(a). Carlos Ugrinowitsch
Departamento de Esporte/EEFEUSP

Av. Professor Mello Moraes, 65

CEP 05508-030 - Sdo Paulo — SP - Brasil
Fone/Fax: 55 11 3091-3097

e-mail: cep39@usp.br



