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RESUMO

O envelhecimento muscular é caracterizado pela perda de massa
muscular gradativa que pode evoluir para sarcopenia, condicdo que acomete
de 30% a 50% de pessoas com mais de 60 anos de idade. Progressivamente
compromete a movimentagdo, postura e equilibrio, tornando idosos
suscetiveis a quedas, fraturas e lesdes. Devido a mecanismos multifatoriais,
como habito alimentar, nivel de atividades fisicas e predisposi¢cdes genéticas,
a sarcopenia precisa ser controlada para ganho de qualidade de vida.
Estudos indicam que a concentragdo de proteina muscular nessas pessoas €
inferior ao de n&o idosos, motivo pelo qual busca-se uma abordagem
terapéutica que possa normalizar a sintese proteica. A pratica de exercicio
fisico agudo e crbnico é capaz nao sé de auxiliar na prevencao da sarcopenia,
mas também de melhorar a condi¢c&do dos individuos. Acredita-se que a via de
sinalizagao intracelular mTOR esteja envolvida neste processo, uma vez que
ela é responsavel pelo balango entre sintese e degradagao proteica muscular.
Considerando estes aspectos, os acidos graxos poli-insaturados émega-3,
representam uma alternativa promissora para o tratamento da sarcopenia,
uma vez que também age sobre os eventos inflamatério envolvidos na
sarcopenia e podem auxiliar no reparo, crescimento e hipertrofia do musculo.
Especula-se que possa estar envolvido na ativagdo de células satélites, que
sdo fundamentais para a manutencdo do ambiente muscular. Neste trabalho,
ratos de 9 meses foram divididos em 3 grupos - controle (GC),
suplementados (GS) e exercitados (GE) — e submetidos a uma rotina
especifica de suplementacao ou exercicio resistido por 8 semanas. Apés esse
periodo, foram ortotanasiados e tiveram o sangue, musculo extensor digital
longo (EDL) e musculo sdéleo coletados para analise dos parametros séricos e
morfofuncionais. Tanto o protocolo de exercicio fisico quanto a suplementacao
com o6leo de peixe foram habeis em promover ganho de forga pelos animais,
assim como alteragdes na estruturagdo de novos sarcémeros, sugerindo agao
sobre a sintese proteica. Neste sentido, o emprego do 6leo de peixe no
cenario da sarcopenia, representa uma estratégia importante em substituicao
a pratica de exercicio fisico, em especial para individuos com baixa adeséao a
pratica de atividade fisica ou nos casos onde ha impossibilidade da pratica.



ABSTRACT
The loss of muscular mass is a condition that happens with the physiological
process of muscular aging. However, in 30% to 50% of individual with more
than 60 years the condition could evolve to sarcopeny, affecting the health and
lifestyle by compromising movement, posture and balance. Due to
multifactorials mechanisms, like eating and exercise habits and genetic
propensity, the condition must be in control to assure quality in life for the
patient. Some authors point a lesser concentration in muscular protein in
individual with the condition leading to treatments aiming to regulate the
protein synthesis. Muscular exercise, both acute and chronic, is shown to be
able to prevent sarcopeny and improve the health of whom already have the
condition. The mTOR extracellular pathway plays a major role in this process
once it regulates muscular protein synthesis and degradation. Knowing this,
omega-3 polyunsaturated fatty acids have became an alternative to sarcopeny
treatment because of it's anti-inflammatory properties and abilities in muscular
tissue like growth, repair and hypertrophy. It's also believe that these fatty
acids could be associated with satellites cells activation with promotes cell
environment maintenance. In this paper, we divided 9 month rats in 3 different
groups — control, supplemented and exercised — and submit them in
supplement and exercise routines for 8 weeks. Then we collected blood
samples, the sole muscle and the extensor digitorum longus muscle to further
analyses. Both exercise and supplementation were able to promote strength
gain and sarcomere reorganization, suggesting some action over muscular
synthesis. In this scenario, the fish oil supplementation represents a significant

strategy in sarcopeny treatment, specially in whose unable to make exercise.
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1 INTRODUGCAO

O musculo esquelético constitui 40% da massa corporal humana e é
responsavel pela realizagdo de diversas fungdes vitais para o ser humano,
como a manutencdo da postura, movimentagao e realizagdo de atividades
diarias (REID & FIELDING, 2012). Se caracteriza como tecido de grande
plasticidade e capacidade adaptativa, podendo responder e adaptar-se as
variagdes na homeostase do organismo (DUNCAN, 1998).

Por sua elevada capacidade adaptativa, o tecido muscular é bastante
susceptivel as variacdes impostas pelos habitos de vida, podendo ter sua
funcionalidade alterada pela dieta, nivel de atividade fisica e pelo
envelhecimento (SILVA et al., 2009; MITCHELL et. al, 2012; FRANCHI,2016).

O declinio funcional decorrente do processo de envelhecimento reflete
em modificaces do sistema musculoesquelético e neuromuscular, produzindo
alteracbes da capacidade funcional na forca, movimentacdo e equilibrio
(GALLON et al, 2011; FERNANDES et al ,2012).

Esse processo continuo de perda de massa muscular sem que exista
um quadro patoldgico, foi chamado de sarcopenia (ROSENBERG, 1989).
Estima-se que um homem perca cerca de 1% de massa muscular a partir dos
50 anos enquanto as mulheres apresentam perda de 0,5% (MITCHELL et. al,
2012).

Muitos fatores podem participar da etiologia da sarcopenia, podendo
ser relacionada ao desequilibrio hormonal, a inflamacdo crbnica, a
neurodegeneracdo, obesidade e predisposicdes genéticas (BROOK et al,
2015). Estudos apontam diferentes idades para o inicio desse processo: para
alguns autores o processo pode iniciar-se aos 27 anos (SILVA et al., 2009),
para outros aos 45 anos (JANSSEN et al., 2000) ou até mesmo aos 60 anos
(KYLE et al., 2001). Na populacao norte-americana, 50% dos homens e 72%
das mulheres da mesma idade apresentavam sarcopenia (JANSSEN et al.,
2002).

Dentre os fatores relacionados as modificagbes do sistema
musculoesquelético e neuromuscular, estdo a reducdo de forca muscular
devido a uma diminuicdo de massa muscular e o0 aumento de tecidos nao

contrateis, como tecido adiposo e conjuntivo (GUCCIONE, 2002). A
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patofisiologia da sarcopenia inclui disfungcdes endocrinas, condicdes
inflamatorias, alteragcbes metabdlicas da glicose, glicogénio e dos lipidios,
alteracbes na sintese proteica e regeneracdo, com o aumento paralelo da

apoptose e degradacéao proteica (CURCIO et al., 2016).

Somado a esses fatores, observa-se também uma grande diferenga no
metabolismo proteico entre individuos jovens e adultos: adultos tendem a
apresentar uma diminuicado na sintese proteica coligada a um aumento do
catabolismo proteico quando comparados aos jovens (CURTHBERTSON,
2005). Desta forma, modernamente, a pratica de exercicio fisico e dietas
personalizadas, tém representado estratégias ndo farmacologicas para refrear

a perda de massa muscular que se estabelece com o curso da idade.

1.1 O Exercicio Fisico

O aumento da massa muscular pode ser promovido pela pratica de
treinamento resistido, gracas ao seu potente efeito em estimular a sintese
proteica muscular, resultando na hipertrofia do musculo. Foi demonstrado que
mesmo baixas cargas de treinamento s&o capazes de estimular a sintese
proteica muscular, desde que o exercicio seja feito até a fatiga do musculo
(MITCHELL, 1985). A manutencao desse treinamento durante um longo
periodo pode levar a um balanco proteico favoravel, onde a sintese proteica
muscular consegue exceder a degradacgéo proteica muscular (BURD, 2009).

Acredita-se que o periodo de treinamento seja decisivo para melhorar a
sintese proteica. MAYHEW (2009) e MITCHELL (2014) demonstraram que a
sintese proteica muscular avaliada 6 horas apdés uma sessao de treinamento
resistido era inferior a observada em individuos que foram submetidos a
sessdes de treinamento resistido por 16 semanas. Isso indica que o exercicio
agudo nao é capaz de assegurar a longo prazo a plasticidade muscular e
capacidade de sintese proteica.

A inflamagao aguda desempenha um importante papel no processo de
regeneragao muscular apés o exercicio (MCKAY, 2009; ZHANG, 2013).
Entretanto, falhas na resolugéo da inflamagéo podem gerar quadro crbnico

associado a resisténcia a insulina, obesidade e perda de massa muscular
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(HOTAMISLIGIL, 1993; SINDHU, 2015). Por sua capacidade de secreg¢ao de
moléculas bioativas semelhantes a horménios, chamadas miocinas, o
musculo esquelético é tido como 6rgado endocrino capaz participar da
regulacdo de varios processos fisiologicos (SCHNYDER & HANDSCHIN,
2015). As miocinas secretadas pelo musculo durante o exercicio parecem
conferir propriedades protetivas e anti-inflamatérias que podem estar
relacionadas a prevencgao da degeneragao muscular (WALSH, 2009). Dentre
elas, a IL-6 (Interleucina 6) é capaz de promover a regeneragao e proliferagao
celular, estimulando células satélites a proliferar-se e se diferenciar em um
processo chamado miogénese (MUNOZ CANOVES, 2013).

O papel das células satélites na regeneragdo muscular foi demonstrado
por FRY (2014) em um estudo usando camundongos, onde a deplecao de
células satélites promoveu a desregulacdo do ambiente muscular, gerando
aumento de fibrose e reducido de massa muscula. Estudos concomitantes
identificaram a importancia dessas células na manutengdo da massa
muscular, uma vez que regulam a producdo de matriz extracelular e a
regeneragao muscular durante a hipertrofia (MURPHY, 2011; FRY 2017).

De maneira semelhante, o metabolismo proteico desempenha papel
determinante na regulagcdo da massa do musculo esquelético. Estudos
recentes sugerem que estes efeitos sejam modulados via sinalizagao
intracelular da Proteina Alvo da Ripamicina em Mamiferos (mTOR) e que esta
via é capaz de regular tanto a sintese quanto a degradagdo de proteinas
musculares (LAPLANTE & SABATINI, 2012). Acredita-se que a mTOR seja
necessaria para a hipertrofia muscular, uma vez que ela permanece ativada
por um longo periodo de tempo apods a realizagao do exercicio fisico de longa
duracado, como no treinamento resistido (WILKINSON et al., 2008).

Recentemente, observou-se que a inibigdo da via mTOR bloqueia a
biogénese ribossomal em ratos submetidos ao exercicio fisico agudo, mas
apenas impediu parcialmente a sintese proteica. Ja em ratos submetidos ao
exercicio crénico, a inibicado da via mTOR foi capaz de bloquear uma pequena
parte dos efeitos hipertréficos além de permitir a expressao da PGC-1q,
proteina fundamental para a biogénese mitocondrial (OGASAWARA et al.,
2016).

Com base nestes resultados tem sido postulado que a modulagéo
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desta via de sinalizacdo celular, pode promover sintese proteica e a
manutencdo da funcdo muscular, seja pelo exercicio fisico ou por alteracbes
hormonais e dietéticas.

Com o avanco da idade e o aumento dos niveis de inflamacéao crénica,
ha um significativo incremento dos niveis de TNF-a (Fator Alfa de Necrose
Tumoral) e IL-6 sistemicamente. Esse processo impacta negativamente o
ambiente muscular, reduzindo o padrdo de ativacdo de células satélites e
contribuindo para a perda de massa e a atrofia muscular (MERRITT, 2013;
WAHLIN-LARSSON, 2014; DOMINGUES-FARIA, 2016). Estudos em células
humana e animal mostraram que o TNF-a e a IL-6 s&o capazes de ligarem-se
a receptores e ativar o NF-kB (Fator Nuclear Kappa B). Essa ativacdo
aumenta a expressdao de MuRF1 (Muscle RING-finger protein 1), uma
proteina da familia das ubiquitinas responsavel pela degradacao proteica no
musculo que consequentemente leva a perda de massa muscular. Alguns
acidos graxos sao capazes de inibir a ativagcdo do NF-kB, preservando o
musculo (CAl, 2004; WHANG, 2013). Fatores de crescimento como o GDF11
(Fator de Diferenciacédo e Crescimento Celular 11) e a miostatina, e citocinas
como o TNF-a e o IL-6, aumentam com a idade e sdo capazes de prejudicar a
homeostasia muscular (VISSER, 2010; EGERMAN, 2015).

Esse efeito paradoxal da IL-6, onde hora é capaz de estimular a
hipertrofia e hora induzir a atrofia muscular foi explicado por MUNOZ
CANOVES (2013). Exposigbes pontuais e esporadicas em ratos submetidos
ao exercicio fisico demonstraram que a IL-6 é capaz de estimular a hipertrofia
muscular, entretanto, quando os ratos eram geneticamente modificados para
superexpressar a IL-6 sistemicamente, observou-se um quadro de atrofia
muscular a partir da décima semana de nascimento.

Estudos demonstram que o envelhecimento reduz a ativacdo dessas
células satélites devido a desregulacdo dessas moléculas; entretanto, quando
expostas a um ambiente controlado com caracteristicas de uma célula mais
nova, essas células satélites podem manter sua atividade mesmo com o
envelhecimento (CONBOY, 2005; CALDER, 2017).
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1.2 Acidos Graxos Poli-insaturados n-3 (AGPIs)

OS AGPIs sao componentes vitais para a membrana celular de todas
as células do corpo humano. Apesar de serem sintetizados no corpo humano
a partir do acido a-linolénico, sua taxa de conversdo € insuficiente para
atender as necessidades do organismo, de forma que a dieta passa a ser a
principal fonte destes (LEMAITRE et al, 2003). Dentre os AGPIs n-3 de
grande relevancia para a fisiologia do organismo humano, cita-se o acido
graxo eicosapentaendico (EPA) e o acido graxo docosahexaenoico (DHA),
facilmente encontrados nos suplementos de 6leo de peixe (CALDER, 2009).

Uma vez ingeridos, estes AGPIs sdo efetivamente transferidos aos
tecidos e incorporados as membranas celulares. Tem sido postulado que uma
vez incorporados as membranas sejam capazes de regular fluidez de
membrana, comunicagao celular, transcricdo génica, expressao de receptores
e enzimas transdutoras e sintese de mediadores celulares (GRAY & DA BOIT,
2013)

Alteracdes no perfil da dieta podem refletir em parametros musculares,
alterando positivamente ou negativamente a fungdo muscular em varios
aspectos, uma vez que podem regular parametros celulares em diferentes
niveis, desde caracteristicas de membrana até expressdo génica (FRANCHI,
2016). A suplementacdo com AGPIs n-3, particularmente EPA, promove
regulacdo e manutencdo do equilibrio de proteinas totais, representando
importante método nao farmacolégico para controle da redugédo de massa
muscular (JEROMSON et al., 2015).

Além de suas propriedades anti-inflamatérias amplamente discutidas,
esses acidos graxos possuem abrangentes efeitos sistémicos, como alteragao
da sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose (ALBERT, 2014), além da
diminuicdo dos niveis de triacilglicerdis no plasma sanguineo (FETTERMAN,
2009). Acredita-se também que estejam relacionados a aumento da sintese
proteica pela manutencdo de moléculas de sinalizagao intracelular e pela
ativacao de células satélites (SMITH, 2011; MCGLORY, 2016).

Assim, acredita-se que a suplementagcao com 6leo de peixe rico em

6mega-3 combinado ao exercicio fisico possa balancear o metabolismo
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proteico, aumentando a sintese proteica muscular, além de estimular as
células satélites e melhorar o ambiente celular muscular, favorecendo assim a
hipertrofia muscular.

O acido graxo araquiddnico (AA) é predominantemente o acido graxo
mais abundante nas membranas celulares e também o responsavel por
formar eicosanoides pro-inflamatoérios, como a prostaglandina E2 (CALDER,
2009). O aumento da incorporagdo de EPA na membrana celular faz com que
ele seja preferencialmente usado como substrato na produgdo de
eicosanoides, resultando na produgdo de mediadores celulares como a
prostaglandina E3 com potencial inflamatério muito inferior aqueles
provenientes do AA, contribuindo assim para a atividade anti-inflamatéria.
(CALDER, 2009)

Além disso, a resolvina e protectina, produtos metabdlicos do EPA e
DHA, possuem um grande potencial anti-inflamatorio e desempenham um
importante papel na solugdo de inflamagdes (SERHAN, 2008). Atualmente,
AGPIs n-3 tém sido apontados como atores na modulagdo de vias
inflamatorias, podendo de certa forma favorecer o ganho proteico em
detrimento da degradacgéao.

A combinagdo de treinamento resistido com a ingestdo proteica é
capaz de aumentar a sintese proteica muscular e a atividade das células
satélites (HULMI, 2008). Em 2011, SMITH demostrou que associado a uma
suplementacdo com 6leo de peixe, esses efeitos sdao ainda maiores em
individuos novos e idosos, onde observou-se uma hiperaminoacidemia,
hiperinsulinemia e um aumento da sintese proteica muscular. Acredita-se que
os acidos graxos 6mega-3 sejam capazes de atenuar a resisténcia anabdlica
e aumentar a sintese proteica muscular através de um aumento na ativacao
da via de sinalizagao celular mTOR-p70s6K.

Estudos em senhoras idosas demonstraram que a unido entre treinos
de forga e uma suplementagao com 6leo de peixe rico em 6mega-3 (2 g por
dia, por 90 dias) aumentaram significativamente a forca e capacidade
funcional muscular, quando comparado ao grupo de idosas que apenas
realizava os treinos de forga. Mesmo na auséncia do treino de forga, apenas
suplementagcao com o 6leo de peixe aumentou a forca € o volume muscular

(RODACKI, 2012). Outro estudo demonstrou que uma suplementacao de 4g
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por dia aumentou a area e forga muscular, além da forga isocinética (SMITH,
2015).

Conforme descrito, hormdnios e marcadores inflamatorios podem
influenciar negativamente ou positivamente a ativagao de células satélites.
Fatores de crescimento como o GDF11 (Fator de Diferenciacdo e
Crescimento Celular 11) e a miostatina, e citocinas como o TNF-a e o IL-6,
aumentam com a idade e sao capazes de prejudicar essa ativagédo (VISSER,
2010; EGERMAN, 2015).

Estudos demonstram que o envelhecimento reduz a ativagao dessas
células satélites devido a desregulacdo dessas moléculas; entretanto, quando
expostas a um ambiente controlado com caracteristicas de uma célula mais
nova, essas células satélites podem manter sua atividade mesmo com o
envelhecimento (CONBOQY, 2005; CALDER, 2017). Acredita-se que o 6leo de
peixe seja capaz de promover a manutengdo dos diversos fatores descritos,

preservando dessa forma o ambiente celular muscular.
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2 JUSTIFICATIVA

A sarcopenia é um processo gradual caracterizado pela perda de forga
fisica, morbidade e mortalidade. E uma condicdo que afeta principalmente
individuos mais velhos e que é agravada devido a um déficit na absorgéo de
nutrientes, a uma dieta desbalanceada e a auséncia de uma rotina que inclua
exercicios fisicos. Associado a uma dieta equilibrada, o exercicio fisico é
capaz de promover efeitos sistémicos que melhoram o desempenho muscular
e melhoram a qualidade de vida de idosos. Devido a seus efeitos anti-
inflamatorios, cardiovascular, 6ésseo e muscular, os acidos graxos poli-
insaturados tém sido amplamente estudados na preservagado do tecido
muscular.

Assim, acredita-se que a suplementagcdo com 6leo de peixe rico em
Omega-3, associada ou ndo ao exercicio, possa balancear o metabolismo
proteico, aumentando a sintese proteica muscular, além de estimular as
células satélites e melhorar o ambiente celular muscular, favorecendo a
hipertrofia muscular, caracterizando uma alternativa ndo farmacoldgica para a

modulagao da sarcopenia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
suplementacdo com Oleo de peixe e do exercicio resistido sobre parametros

morfofuncionais na musculatura esquelética em ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

Para alcancar este objetivo as seguintes variaveis foram analisadas

l. massa corporal do animal e a massa dos musculos soleo e
extensor digital longo dos dedos.

Il. forca maxima do animal.

Il. comprimento muscular dos musculos séleo, extensor digital
longo dos dedos.

\A Numero e comprimento de sarcomeros em série.

V. Parametros séricos de glicemia, laticidemia e lipemia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Ratos Wistar foram obtidos e mantidos no Biotério do Setor de Ciéncias
Biologicas da UFPR, sob ciclo invertido claro/escuro (12/12 horas) e ambiente
com temperatura controlada (22 + 2 °C), recebendo agua e ragdo comercial
para ratos ad libitum. Todos os procedimentos utilizando os animais foram
submetidos & apreciacdo e aprovados pelo Comissédo de Etica do Setor de
Ciéncias Biologicas da UFPR (CEUA 1067).

4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos experimentais
(n = 79 animais) apés completarem 9 meses de idade, conforme descrito

abaixo:

1) Grupo Sedentério: os animais receberam apenas racdo e agua (25

animais).

2) Grupo Suplementado: além de receber ragdo e agua, os animais
foram suplementados diariamente por via oral com 1,0 g/kg de éleo
de peixe rico em 6mega-3 (27 animais).

3) Grupo Exercitado: além de receber racao e agua, os animais foram
submetidos ao protocolo de treinamento resistido descrito por
HARRIS et. al (2010) (27 animais).

O regime de suplementacdo e o programa de exercicio foi
desenvolvido durante 8 semanas, finalizando quantos os animais tinham 11
meses. Ao fim deste periodo, os animais foram ortotanasiados para coleta e

analise dos dados através de 3 experimentos independentes.
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4.3 Suplementacio com Oleo de Peixe

As capsulas de 6leo de peixe foram obtidas do laboratério Sundown
Naturals® (The Natures Bounty Co — USA) contendo 180 mg de EPA e 120
mg de DHA por mL. A suplementacao foi fornecida diariamente com o auxilio

de uma pipeta de volume ajustavel durante 8 semanas.

4.4 Exercicio Fisico — O Treinamento Resistido

Os animais foram submetidos ao treinamento resistido conforme
descrito por HARRIS et al. (2010). Para realizacdo do protocolo de exercicios
foi utilizada uma escada com 110 cm de comprimento por 18 cm de largura,
um espagamento de 2 centimetros entre os degraus e com uma inclinagéo de
80 graus, com uma camara de descanso no topo. O protocolo de exercicios
resistido consistiu de subidas repetidas com o emprego progressivo de carga
(peso atado a cauda do animal), onde o aparato com a carga foi fixado

através de esparadrapo.

FIG. 1: MATERIAL UTILIZADO PARA TREINAMENTO DOS ANIMAIS. A) ESCADA DE 110
CM COM INCLINACAO DE 80 GRAUS; B) PESOS DE VARIADOS VALORES E
MOSQUETAO PARA ANEXACAO DOS PESOS
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4.4.1 Adaptacao a Escada

Uma semana antes dos animais completarem 9 meses, foi iniciado o
processo diario de adaptagédo a escada. Durante 5 dias (de segunda a sexta),
os animais foram incentivados a subir a escada por 4 repeticdes, em
distancias crescentes em relagdo ao topo (15 cm, 30 cm, 55 cm e 110 cm).
Apés finalizar cada subida, eles deveriam descansar por 1 minuto na camara
de repouso. Para assegurar que 0s animais conseguissem subir, pequenos

estimulos de toque foram feitos na cauda.

4.4.2 Teste de Forga Carregada Maxima (TCCM)

Na semana seguinte a adaptagdo e familiarizacdo a escada, os
animais foram submetidos ao teste de forga carregada maxima descrito por
HORNBERGER & FARRAR (2004), a fim de determinar a carga do teste de
resisténcia equivalente a forga maxima do animal. O Teste de Carga

Carregada maxima 1 (TCCM1) ocorreu 48h apés o periodo de adaptagao



21

(segunda-feira), seguido de outro TCCM feito 48h apés o TCCM 1 (quinta-
feira). A necessidade de repetir-se o TCCM ocorre para que 0s animais
tenham uma adaptacédo ao aparato de pesos preso a suas caudas, visto que
na semana de adaptacao a escada eles subiam apenas com o0 peso do corpo.
Dessa forma, acredita-se que no segundo TCCM, o animal esteja habituado
ao teste e o seu desempenho esteja livre de interferéncias comportamentais.

O teste comeca com uma subida completa para aquecimento com 1
minuto de descanso. Em seguida, os animais foram submetidos a uma
sobrecarga equivalente a 50% da sua massa corporal com acréscimos
subsequentes de 10% de sua massa corporal para cada subida completa,
com intervalos de 2 minutos de descanso (KRAUSE NETO et. al, 2017) entre
cada subida. A maior carga carregada no TCCM 2 foi usada como a carga
inicial daquele animal no Treinamento Resistido e serviu como parametro para
futuras analises.

Apos 8 semanas e a conclusdo das rotinas de treinamento e
suplementagao, os animais de todos os grupos foram novamente submetidos
ao TCCM, para avaliar o efeito das intervencdes sobre a capacidade de forga

dos animais.

4.4.3 Treinamento Resistido

O treinamento resistido deu-se inicio na semana seguinte ao TCCM. O
protocolo prevé que o animal seja submetido a 2 escaladas com 50% da
carga maxima obtida no TCCM, seguida de mais 2 escaladas com 75% e por
fim mais 2 escaladas com 100% da carga. Caso conseguisse concluir essas 6
escaladas, o animal deveria tentar subir mais 2 vezes com uma sobrecarga
de 30 g. Caso conseguisse completar as 8 escaladas, a carga adicional de 30
g era integrada e tornava-se sua nova carga maxima; caso nao conseguisse
completar as 8 escaladas, o animal deveria repetir o treinamento com a
mesma carga do treinamento anterior.

O treinamento ocorreu 3 vezes por semana (segunda, quarta e sexta-

feira) durante 8 semanas, totalizando 24 sessdes de treinamento.
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FIG. 2: FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA EMPREGADA. FONTE: O AUTOR.
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4.5 Obtencao do Sangue e dos Musculos

O sangue foi destinado para analise dos parametros séricos, enquanto
os musculos foram dissecados e preservados para contagem de sarcémeros
em série e do numero de fibras na analise da area de seccao transversal.

Ap6és 48h da realizacdo do ultimo TCCM, os animais foram
ortotanasiados em jejum e tiveram seu sangue e musculos coletados. O
sangue foi coletado na presenca de heparina, centrifugado a 300 g por 15
minutos para obtengao do plasma e em seguida congelado.

Os musculos soéleo e extensor digital longo dos dedos, de ambas as
patas, foram dissecados, pesados em balanca de precisdo analitica e em
seguida estendidos e mensurados de tendao a tenddo com o auxilio de um

paquimetro eletrénico digital.
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FIG. 3: FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA EMPREGADA. FONTE: O AUTOR
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4.6 Parametros Séricos

4.6.1 Glicemia

A glicemia foi avaliada através do método colorimétrico com a
utilizacao do reagente comercial Glicose e Enzimatica (LABTEST), conforme
instrucbes do fabricante. Em seguida, foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro sob comprimento de onda de 505 nm. A concentragao de

glicose foi expressa em mg/dL.
4.6.2 Colesterol Total
O colesterol total foi avaliado através do método enzimatico com a

utilizagédo do reagente comercial Colesterol COD-ANA (LABTEST), conforme
instrugbes do fabricante. Em seguida, foi realizada a leitura em
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espectrofotdbmetro sob comprimento de onda de 500 nm. A concentragcao de

colesterol total foi expressa em mg/dL.

4.6.3 HDL

A concentracdo de HDL foi avaliada através da obtencdo do
sobrenadante (HDL) apos centrifugagdo (300g por 15min) e precipitacédo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL e VLDL), utilizando-se o reagente
comercial Colesterol HDL COD-ANA (LABTEST), conforme instrugdes do
fabricante. Em seguida, foi realizada a leitura em espectrofotdbmetro sob
comprimento de onda de 500 nm. A concentracdo de HDL foi expressa em
mg/dL.

4.6.4 Triacilglicerdis (TAGs)

A concentracdo de triacilglicerdis foi avaliada através do método
enzimatico colorimétrico com a utilizacdo do reagente comercial Triglicérides
GPO-ANA (LABTEST), conforme instrugbes do fabricante. Em seguida, foi
realizada a leitura em espectrofotdbmetro sob comprimento de onda de 540

nm. A concentracao de triacilglicerdis foi expressa em mg/dL.

4.6.5 Laticidemia

A laticidemia foi avaliada através do método enzimatico com a
utilizacao do reagente comercial Lactato Teste Enzimatico UV (BIOCLIN),
conforme instrugbes do fabricante. Em seguida, foi realizada a leitura em

espectrofotdbmetro sob comprimento de onda de 340 nm. A concentragao de

lactato foi expressa em mg/dL.

4.7 Parametros Morfométricos Musculares

4.7.1 Contagem de Sarcomeros em Série
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Apds a dissecagao, pesagem e mensuragao, os musculos séleo e
extensor digital longo dos dedos (EDL) foram fixados em formol (10%) por 3
horas e em seguida fixados em acido nitrico (30%) por 48h. Apos esse
periodo, foram mantidos em glicerol (50%), conforme descrito por
GOLDSPINK (1968). Esse protocolo possibilitou a hidrélise do tecido
conjuntivo, permitindo a preservacao apenas das fibras musculares.

Com o auxilio de uma lupa estereoscépica e pincas ultrafinas, foram
preparadas laminas de 10 fibras musculares isoladas de cada musculo. As
laminas foram visualizadas em microscopio de luz em objetiva de 100x com o
auxilio do d6leo de imersdo. Foi realizada a contagem do numero de
sarcobmeros em seérie ao longo de 300 uym da fibra muscular, conforme
descrito por WILLIAMS e GOLDSPINK (1971).

4.8 Tratamento estatistico

A normalidade dos dados foi verificada pelo Teste de Shapiro-Wilk e
homogeneidade pelo teste de Levene. Os resultados foram expressos como
média + Erro Padrdao da Média. Os dados foram analisados utilizando a
analise de variancia ANOVA de uma vias e pos teste de Tukey. Foi realizado o
teste de Kruskal-Wallis nos casos onde apresentou-se distribuigdo normal e
heterogénea. Diferengas entre os grupos foram consideradas estatisticamente
significantes para p < 0,05. A composigao dos graficos e tratamento estatistico
dos resultados foi feito através do software Prisma GraphPad versdo 5.0

(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA.)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Massa Corporal

Uma vez que desempenho e forca muscular podem ser influenciados
pelo peso do animal e sua propor¢cdo de massa magra, a massa corporal dos
animais foi avaliada antes (9 meses) e depois das 8 semanas de treino ou
suplementacao (11 meses)

Os dados apresentados no grafico 1, demonstram que ao inicio dos
protocolos, os animais com 9 meses néo apresentavam diferenca significativa
de massa corporal (grafico 1 A). A avaliacdo deste parametro apds as oito
semanas de intervencdo mostra que nem o0 exercicio ou a suplementacao

produziram alteragdo na massa dos animais ja com 11 meses (grafico 1 B).
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GRAFICO 1: MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS DOS 3 GRUPOS. GC: GRUPO
CONTROLE; GS: GRUPO SUPLEMENTADO; GE: GRUPO EXERCITADO. DADOS
REPRESENTAM MEDIA+SD, DE 10 ANIMAIS POR GRUPO EXPERIMENTAL (ANOVA).
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O efeito do exercicio resistido sobre o masculo € a premissa pela qual
esta modalidade de exercicio representa a principal estratégia para
hipertrofia. Entretanto, sdo muito variados os protocolos de exercicio
resistido, produzido diversos resultados. Os dados encontrados neste
trabalho, entretanto, sugerem que em um periodo de apenas 8 semanas nao
€ possivel um aumento da massa muscular, seja através do exercicio
resistido ou da suplementacéo. Apesar de saber-se que o exercicio promove
a hipertrofia muscular e consequentemente leva a um ganho de massa
muscular, autores como DUNCAN et al. (1998), FARRELL et al. (1999) e
TAMAKI et al. (1992) calculam a massa muscular junto a massa corporal do
animal para conseguirem obter dados significativos. Como dado isolado,
KLITGAARD (1988) e GONYEA E ERICSON (1976) apontam como
necessarias de 36 a 41 semanas de treino em ratos para se observar uma

hipertrofia significativa e, consequentemente, um ganho de massa muscular

5.2 Teste de Forca Carregada Maxima
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O Teste de Forga Carregada Maxima permite avaliar a carga maxima
que cada animal é capaz de carregar e pode sugerir como cada intervengéao é
capaz de alterar esta capacidade de forga maxima. Os dados obtidos do teste
de forca carregado maximo podem ser observados no Grafico 2, onde sao
apresentados os dados prévios ao inicio das intervencdes e os dados apods 8
semanas de treino ou suplementacao.

Antes da intervencdo, ndo foram identificadas diferencgas significativas
entre os 3 grupos. Estes dados ja eram esperados, uma vez que 0s animais
nao haviam passado por nenhum procedimento que pudesse resultar em
diferencas, e foi fundamental para a randomizacdo dos animais. Desta
maneira, podemos certificar que antes da randomizagdo nos grupos
experimentais, todos os animais, independente do grupo, partiram do mesmo
patamar de funcionalidade.

Passadas as 8 semanas de intervencgao, os animais foram novamente
submetidos ao TCCM para identificar o efeito do exercicio e da
suplementagcdo sobre a capacidade de forga. Conforme apresentado no
grafico 5B, a exposi¢do dos animais ao protocolo de treino (p < 0,0001) e a
suplementacao (p < 0,05) foram capazes de aumentar a capacidade de forga

dos animais quando comparados ao grupo controle.

GRAFICO 2: TESTE DE FORCA CARREGA MAXIMA PRE E POS INTERVENCAO DOS
ANIMAIS DOS 3 GRUPOS. GC: GRUPO CONTROLE; GS: GRUPO SUPLEMENTADO; GE:
GRUPO EXERCITADO. DADOS REPRESENTAM MEDIA£SD, DE 10 ANIMAIS POR GRUPO

EXPERIMENTAL. *DIFERENCA SIGNIFICATIVA < 0,001. **DIFERENCA SIGNIFICATIVA <
0,05 (ANOVA).
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O efeito do exercicio sobre parametros de forca muscular tem sido
demonstrado por alguns autores. Os dados obtidos da exposicdo ao
protocolo de exercicio corroboram nossos achados que o emprego de
exercicio resistido melhora a forca muscular, pois consiste na melhor
estratégia para melhorar a funcionalidade muscular e consequentemente
forca (LAW & CLARK, 2016; DESCHENES, 2016).

De maneira menos pujante, a suplementacdo com O6leo de peixe
também foi habil em melhorar a capacidade de forca dos animais apds 8
semanas de suplementacdo. O efeito de AGPIs n-3 sobre forca muscular
tem demonstrado aumento de forgca muscular de flexores e extensores de
joelho e da forca de preensdo quando comparado ao grupo controle, apds 6
meses de suplementacdo (SMITH et al.,, 2015). Em outro estudo
semelhante, o ganho de forca muscular também foi identificado ap6s 3
meses de suplementacdo (RODACKI et al., 2012), sugerindo gue mesmo em
um tempo menor de suplementacdo foi possivel promover ganho de forca,

corroborando os achados da abordagem deste trabalho.
5.3 Parametros séricos
O suprimento nutricional adequado permite regular a disponibilidade de

fontes energéticas para o musculo e, de maneira indireta, seu metabolismo e
capacidade de adaptacao (YAMAZAKI et al., 2011)
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Assim a avaliacdo de parametros seéricos representa importante
ferramenta para estabelecer um perfil da salude geral dos animais. No
grafico 3, estdo apresentados os dados de glicemia dos animais. E possivel
verificar, como esperado, que nao houve diferenca significativa entre os
grupos, sugerindo que em um periodo de 8 semanas, 0 exercicio e a
suplementacdo com Oleo de peixe ndo foram capazes de provocar uma
alteracdo metabolica que pudesse refletir num aumento ou diminuicdo dos

niveis glicémicos nesses animais.

GRAFICO 3: GLICEMIA DOS ANIMAIS DOS 3 GRUPOS. GC: GRUPO CONTROLE; GS:
GRUPO SUPLEMENTADO; GE: GRUPO EXERCITADO. DADOS REPRESENTAM
MEDIA+SD, DE 10 ANIMAIS POR GRUPO EXPERIMENTAL (ANOVA).
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De maneira semelhante, os dados obtidos da analise do lipidograma,
mostram que as duas estratégias (exercicio e suplementacdo) nao
produziram alteracdo dos valores de colesterol e triaciglicerois nos grupos
experimentais (Gréfico 4).
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GRAFICO 4: LIPIDEMIA -TAXA DE HDL (LIPOPROTEINA DE ALTA DENSIDADE),
COLESTEROL TOTAL E TRIACILGLICEROL DOS ANIMAIS DOS 3 GRUPOS. GC: GRUPO
CONTROLE; GS: GRUPO SUPLEMENTADO; GE: GRUPO EXERCITADO. DADOS
REPRESENTAM MEDIAEPM, DE 10 ANIMAIS POR GRUPO EXPERIMENTAL (ANOVA).
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Apesar da auséncia de significancia, uma singela elevacédo dos valores
de HDL é percebida no grupo suplementado com 6leo de peixe sugerindo
gque a manutencdo da suplementacdo por um tempo superior as oito
semanas do estudo poderia corroborar os achados da literatura, que
mostram que suplementos ricos em acidos graxos n-3 tem potente efeito na

modulacdo das concentracdes de colesterol HDL (YAMAZAKI et al., 2011;
RODACKI et al., 2015;).
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O emprego de suplementos de origem lipidica sempre provoca
preocupacao, por tratar-se de uma fonte de gordura. Essa uniformidade dos
valores do lipidograma € importante pois demonstram principalmente que a
suplementacdo com Oleo de peixe ndo representa risco de aumento de
lipidios circulantes, corroborando outros trabalhos envolvendo o emprego de
O0leo de peixe como uma estratégia segura (PIZATTO et al.,, 2005;
SCHIESSEL, 2015).

Durante a avaliacdo dos parametros seéricos, esperava-se que 0S
animais dos trés grupos tivessem valores de glicemia, lipidemia e lactatemia
semelhantes. Isso porque uma rotina de 8 semanas nao seria suficiente para
alterar drasticamente esses valores. Realmente os dados obtidos sugerem
gue no intervalo de oito semanas, nenhuma das intervencfes sdo capazes
de causar efeitos metabdlicos nesses animais. Dados da literatura
demonstram que tanto acidos graxos quanto o exercicio sdo habeis em
reduzir a glicemia e colesterol somente depois 12 semanas (YAMAZAKI et
al.,, 2011). Em adicdo estes efeitos sdo identificados em cenarios que
envolvem modelos de diabetes ou obesidade (ROCHA et al., 2013; KIM et
al., 2018). Em ratos ditos saudaveis, mesmo depois de 12 semanas o efeito
sobre estas variaveis é bastante sutil (PIZATTO et al., 2005; HLAVATY et
al., 2008; SANTANA et al., 2015)

A avaliacdo da laticidemia tem por objetivo confirmar que 48 horas
apos da ultima secéo de exercicio o ambiente metabdlico do musculo havia
sido recuperado e os valores de lactato no sangue, haviam retornado aos
valores basais. No grafico 5 estéo representados os dados da laticidemia de

animais experimentais e controle.

GRAFICO 5: LATICIDEMIA DOS ANIMAIS DOS 3 GRUPOS. GC: GRUPO CONTROLE;
GS: GRUPO SUPLEMENTADO; GE: GRUPO EXERCITADO. DADOS REPRESENTAM

MEDIA+EPM, DE 10 ANIMAIS POR
GRUPO LACTATO EXPERIMENTAL.
(ANOVA) 44

34 T

1

=
=]
S 27
E

1 -

0

T T T
GC GS GE



33

E possivel observar que apesar dos valores aumentados no grupo
controle, apos 48 horas do término do treinamento, as concentragbes de
lactato ndo eram diferentes nos grupos experimentais. Estes achados
corroboram com o que é postulado na literatura (LIMA et al., 2011;
YAMAZAKI, 2011).

Partindo desta premissa, pode-se inferir que o lactato ndo é capaz de
interferir em parametros morfofuncionais da célula muscular, como a
transducdo de sinais, um aumento na regulacdo de sintese proteica ou
quaisquer outros efeitos que podem ser observados provenientes do exercicio

ou suplementacéo.

5.4 Parametros morfométricos dos musculos de interesse

O ganho de forga muscular € uma variavel que sugere a ocorréncia de
adaptacgdes celulares que propiciem maior resisténcia e forga. Para a avaliar
as alteracdes celulares com efeito morfofuncionais, foram feitas 4 analises:
comprimento muscular, massa muscular, comprimento do sarcébmero e
numero de sarcbmeros em série.

Os dados referentes ao comprimento dos musculos séleo e EDL estao
apresentados no Grafico 6. A avaliacdo do comprimento muscular dos
musculos soleo e EDL mostrou que as duas estratégias empregadas nao

foram eficazes em produzir diferenga significativa, sobre este parametro.
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GRAFICO 6: COMPRIMENTO MUSCULAR (MM) DOS MUSCULOS SOLEO E EXTENSOR
DIGITAL LONGO DOS DEDOS (EDL) DOS ANIMAIS DOS 3 GRUPOS EXPERIMENTAIS.
GC: GRUPO CONTROLE; GS: GRUPO SUPLEMENTADO; GE: GRUPO EXERCITADO.
DADOS REPRESENTAM MEDIA+EPM, DE 10 ANIMAIS POR GRUPO EXPERIMENTAL

(ANOVAL).
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Da mesma forma, a avalicdo da massa muscular absoluta mostrou que
tanto o exercicio como a suplementagcao nao foram habeis em modificar a

massa muscular dos animais em apenas 8 semanas (grafico 7).

GRAFICO 7: MASSA MUSCULAR (G) DOS MUSCULOS SOLEO E EDL DOS ANIMAIS DOS
3 GRUPOS EXPERIMENTAIS. GC: GRUPO CONTROLE; GS: GRUPO SUPLEMENTADO;
GE: GRUPO EXERCITADO. DADOS REPRESENTAM MEDIA+EPM, DE 10 ANIMAIS POR

GRUPO EXPERIMENTAL (ANOVA).
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A partir do comprimento e massa muscular, podemos pressupor que
esse aumento de forga no grupo exercitado ndo aconteceu necessariamente
devido a uma hipertrofia muscular, uma vez que tanto o comprimento dos
sarcOmeros quanto a massa do musculos mantiveram-se inalteradas em
todos os grupos Assim a avaliagdo de parametros antropométricos de
maneira pura e isolada nao representa uma estratégia interessante para se
avaliar adaptacdes musculares, pois por vezes o ganho de funcionalidade é
regulado por mecanismos celulares (WILKINSON et al., 2007; HARTMAN et
al., 2007).

Por este motivo optou-se por estender a avaliacdo as fibras
musculares, analisando os sarcomeros. O numero de sarcOmeros estimado
em cada célula muscular esta apresentado no grafico 8. Dados obtidos da
contagem de sarcébmeros indicam que o exercicio e a suplementagdo foram
capazes de produzir aumento do numero de sarcdOmeros nas fibras

musculares do séleo (p < 0,05), mas nao nas fibras do EDL.

GRAFICO 8: NUMERO DE SARCOMEROS NOS MUSCULOS SOLEO E EDL DOS ANIMAIS
DOS 3 GRUPOS EXPERIMENTAIS. GC: GRUPO CONTROLE; GS: GRUPO
SUPLEMENTADO; GE: GRUPO EXERCITADO. DADOS REPRESENTAM MEDIA+EPM, DE
10 ANIMAIS POR GRUPO EXPERIMENTAL *P < 0,05 (ANOVA).
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Este resultado demonstra que além da suplementagdo ser capaz de
provocar alteracdo na forgca maxima desses animais, ela €& capaz de
influenciar parametros celulares que levaram a esse aumento do numero de
sarcomeros, de forma muito semelhante ao que o estimulo do exercicio
provoca.

Alteragdes no numero de sarcOmeros muitas vezes apresentam-se
acompanhadas do rearranjo de miofilamentos e filamentos de citoesqueleto,
que podem permitir reorganizagdo do sarcémeros, produzido alteragdo do
tamanho das unidades funcionais (MINOZZO E LIRA, 2013). Para identificar a
ocorréncia deste fendmeno, foi avaliado o comprimento dos sarcomeros em
cada grupo experimental. Os dados do comprimento dos sarcOmeros estao

apresentados no grafico 9.

GRAFICO 9: COMPRIMENTO DO SARCOMEROS (uM) DOS MUSCULOS SOLEO E EDL
DOS ANIMAIS DOS 3 GRUPOS. GC: GRUPO CONTROLE; GS: GRUPO SUPLEMENTADO;
GE: GRUPO EXERCITADO. DADOS REPRESENTAM MEDIA+EPM, DE 10 ANIMAIS POR
GRUPO EXPERIMENTAL (ANOVA).
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Este resultado demonstra que apesar de a suplementagao nao ser
capaz de provocar alteragdo na forgca maxima desses animais, ela é capaz de
influenciar parametros celulares que levaram a um aumento do numero de
sarcoOmeros, de forma muito semelhante ao que o estimulo do exercicio
provoca (COUTINHO E GOMES, 2004)

6 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos neste trabalho, é possivel concluir que o
exercicio resistido no intervalo de 8 semanas apresenta efeito modulador do
ganho de forga muscular nos animais submetidos ao protocolo de exercicio
resistido.

Corroborando a hipotese estabelecida para este estudo, foi identificado
que a suplementacdo com Oleo de peixe também foi capaz de promover
ganho de forga apds o periodo de suplementagao de oito semanas. Sugerindo
assim que em situacdes onde a pratica de exercicio fisico ndo é factivel, a
suplementacdo com 6leo de peixe pode representar uma alternativa para
manutengao da funcionalidade muscular.

Por fim, podemos concluir que o ganho de forga produzido pelas
estratégias de exercicio e suplementagdo foi decorrente das alteracdes
morfoldégicas detectadas no musculo soéleo, principal musculo envolvido com a

funcionalidade dos membros posteriores.
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