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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar se a capacidade intrinseca para o
exercicio fisico (EF) influencia na neuroplasticidade do sistema dopaminérgico
induzida pelo treinamento fisico (TF) aerdbico. Inicialmente, ratos Wistar foram
submetidos a um protocolo de 3 testes de esfor¢o progressivo até a fadiga
(TEP). Baseado nos dados prévios do histograma de distribuicé&o de frequéncia
do tempo de exercicio (TE) de 210 animais submetidos ao TEP [média TE
(mediaTE) = 41 min, desvio-padréo (DP) = 16,1 min] (RABELO et al., 2015), os
animais da presente pesquisa foram divididos em capacidade baixa (CB),
capacidade-média (CM) e capacidade-alta (CA) para a corrida, de acordo com
os critérios: CB: animais com um TE < mediaTE — 1DP (TE < 24,9 min), CA:
animais com TE > mediaTE + 1DP (TE > 57,1 min). Todos 0s outros animais
foram classificados como CM. Na sequéncia, os ratos foram subdivididos em
duas situacdes experimentais: sedentarios (SED) ou treinados (TR). O TF
aerobico foi realizado cinco vezes por semana, durante seis semanas. No inicio
e final do experimento foram efetuadas as medidas do consumo de oxigénio
(VO2) durante um TEP. A partir dos valores obtidos, a eficiéncia mecéanica (EM)
foi calculada. Ap6s as 6 semanas, 0os animais foram eutanasiados e no
caudado-putamen (CPu) foram realizadas as seguintes analises: concentracdo
de dopamina (DA), serotonina (5-HT) e seus metabdlitos (DOPAC: 3,4-acido
diidroxifenilacético, 5-HIAA: 5-acido hidroxiindoleacético), RNAmM dos
receptores de DA D1 e D2 (Drd1 e Drd2), transportador de DA (Dat), tirosina
hidroxilase (Th), fator neurotréfico derivado do cérebro (Bdnf) e fator
neurotréfico derivado da glia (Gdnf). Todos os animais aumentaram o TE com
o TF aerdbico, porém a variacao percentual do TE foi maior no grupo CB. Antes
do TF, o consumo maximo de oxigénio (VO2max) diferiu entre os grupos (CA >
CM > CB). Apos as seis semanas, 0 VO2max foi maior no grupo CB-TR em
relagéo ao CB-SED e 0 VO2max permaneceu maior nos animais CA-TR quando
comparados aos CB-TR e CM-TR. A EM, avaliada no momento da fadiga
(EMradiga), foi maior em todos os grupos treinados quando comparados aos seus
respectivos controles (SED). Nos grupos SED, o turnover dopaminérgico foi
maior no grupo CA em relagdo ao CB e CM. Ja a expressédo do RNAm de Drd2



foi maior no grupo CB quando comparado ao CM e CA. O TF aerobico
aumentou o turnover dopaminérgico nos animais CB e diminuiu no grupo CA,
revertendo a diferenca neste sistema monoaminérgico observada entre 0s
grupos SED. Em relacdo as expressdes génicas, no CPu, o TF aerobico
diminuiu 0 RNAmM de Drd2 e Dat e aumentou o RNAm de Gdnf no grupo CB.
Por outro lado, o treinamento diminui a expressdao do RNAm de Bdnf no grupo
CA. Nossos resultados sugerem que a capacidade intrinseca para o EF
influencia a neuroplasticidade do sistema dopaminérgico em resposta ao TF

aerobico.

Palavras-chave: Capacidade intrinseca. Treinamento fisico aerdbico. Sistema

dopaminérgico. Plasticidade neural.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate whether the intrinsic capacity for
physical exercise influences the dopaminegic neuroplasticity induced by aerobic
physical training. Initially, male Wistar rats were submitted to 3 progressive
exercise tests (PET). Based on previous data of frequency distribution
histogram [210 animals submitted to PET, average TE (average TE) = 41 min,
standard deviation (SD) = 16.1 min] (RABELO et al., 2015), the animals in this
study were classified as low-performance (LP), standard-performance (SP) and
high-performance (HP) according to the following criteria: LP: animals with TE
< average TE minus 1 SD (TE < 24.9 min), HP: animals with TE > average TE plus 1
SD (TE > 57.1 min). All the other rats were classified as SP. After initial
classification, each group was subdivided into two experimental situations:
sedentary (SED) and trained (TR). Aerobic physical training lasted six weeks
and was performed 5 times/week. Before and after training, oxygen uptake
(VO2) was measured during a progressive exercise protocol and based on
results, the mechanical efficiency (ME) was calculated. After six weeks, the
animals were euthanized. In the caudate-putamen (CPu) were analyzed
dopamine (DA), serotonin (5-HT) and its metabolites (DOPAC: 3,4-
diidroxifenilacetic acid, 5HIAA: 5-hydroxyindoleacetic acid) and the mRNA
expression of dopaminergic receptors D1 and D2 (Drdl and Drd2), DA
transporter (Dat), tyrosine hydroxylase (Th), glial cell line-derived neurotrophic
factor (Gdnf) and brain-derived neurotrophic factor (Bdnf). The TE in all animals
increased with aerobic training. However, the percentage of variation was higher
in the LP rats. Before aerobic training, maximal oxygen uptake (VO2zmax) was
different between groups (HP > SP > LP). After aerobic training, the VO2max
remained higher in the HP rats compared to LP and SP groups. The VOzmaxin
the LP-TR was higher compared to LP-SED. The ME was higher in all rats
submitted to aerobic training when compared to controls. In SED groups, the
dopaminergic turnover was higher in HP groups compared to LP and SP. The
MRNA expression of Drd2 was higher in LP-SED rats compared to SP-SED and
HP-SED animals. The aerobic training increased the dopaminergic turnover in

LP and decreased in HP rats. These changes reverted the differences observed



in the CPu dopaminergic activity before aerobic training. In the CPu, 6 weeks
of aerobic training decreased the mRNA of Drd2 and Dat and increased the
MRNA of Gdnf in the LP group. In the HP group, the mRNA of Bdnf decreased
with aerobic training. Taken together, our data suggest that the intrinsic capacity
to exercise modulates neuroplasticity of dopaminergic system induce by aerobic
physical training.

Keywords: Intrinsic capacity. Aerobic physical training. Dopaminergic system.

Neuroplasticity.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Introducéo

Durante a realizagdo de um exercicio fisico (EF) ocorrem alteragbes em varios
sistemas fisiologicos, como: cardiovascular, enddcrino, termorregulatério,
respiratério e nervoso. Observa-se, por exemplo, aumento da pressao arterial
meédia e frequéncia cardiaca (WANNER et al., 2010; MCARDLE et al. 2003),
aumento da atividade neural (FOLEY et al., 2012; SOYA et al., 2011),
vasodilatacdo periférica (CORDEIRO et al.,, 2014; WANNER et al., 2007;
MCARDLE et al. 2003), aumento da atividade do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (DROSTE et al., 2009) e do consumo de oxigénio (GONZALEZ et al.,
2006; MCARDLE et al. 2003), dentre outras. Todas essas mudancas, ao serem
constantemente integradas no sistema nervoso central (SNC), resultam em
ajustes eferentes com o intuito de possibilitar a continuacédo do esforco (ST

CLAIR GIBSON e NOAKES, 2004; RODRIGUES e SILAMI-GARCIA, 1998).

Dentre as alteracdes desencadeadas agudamente pelo EF, no SNC destacam-
se as observadas nas transmissdes de 5-hidroxitriptamina (serotonina, 5-HT) e
3,4 dihidroxifeniletilamina (dopamina, DA). No decorrer da execucdo de um EF
aerdbico com aumentos progressivos da intensidade de esforgo até a fadiga,
nota-se, em diferentes areas neurais, aumentos gradativos na atividade
serotonérgica e dopaminérgica. Entretanto, com a aproximag¢do do momento
da interrupcéo do esforgo, observa-se que apenas a atividade serotonérgica se

mantém elevada, enquanto a atividade dopaminérgica retorna para o basal ou,
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até mesmo, reduz (RABELO et al., 2015; BALTHAZAR et al., 2009; BAILEY et
al.,1993). A mudanca na cinética destas monoaminas, promove um aumento
na relagéo entre a atividade desses neurotransmissores (relacao “5-HT/DA”), o
gue vem sendo considerado como um dos componentes que contribuem para
a fadiga [modelo denominado como “Hipotese da Fadiga Central” (DAVIS e

BAILEY, 1997; BAILEY et al., 1993)].

A relacéo entre desempenho fisico monoaminas foi estabelecida inicialmente
na década de 70 quando Romanowski e Grabiec (1974) encontraram que 0
aumento na concentracdo de 5-HT em decorréncia do exercicio, repercutia em
diminuicdo dos processos de oxirreducdo e hiperpolarizacdo neuronal.
Demonstrou-se, a posteriore, que o aumento da 5-HT, durante o exercicio
fisico, era decorrente da maior disponibilidade de triptofano (TRP) central
(CHAOULOFF et al., 1985), sendo tal modulacao especifica de algumas areas
cerebrais (CHAOULOFF et al., 1989) e influenciada pelo treinamento
(ACWORTH et al., 1986). Com base nesses resultados em 1987 foi proposto a
“Hipotese da Fadiga Central” (NEWSHOLME et al., 1992). J& os estudos sobre
DA e o exercicio fisico tiveram inicio na década de 70, quando foi observado
gue o agonista dopaminérgico — metanfetamina — desencadeava aumento no
tempo de exercicio (TE) (GERALD, 1978). Essa ideia foi reforcada por
experimentos que realizaram lesdes na via estriatal e observaram redugéo no
desempenho (HEYES et al., 1985). Além disso, constatou-se que 0 exercicio
gerava aumentos gradativos na concentracdo de DA e seus metabolitos em
areas cerebrais (HEYES et al., 1988; CHAOULOFF et al., 1987; FREED e

YAMAMOTO, 1985). Prosseguindo nessa linha de pesquisa, indicios da
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inibicdo de DA sob 5-HT, durante o exercicio, foram demonstrados a partir dos
resultados de aumento e diminui¢cdo da atividade serotonérgica com o uso de
antagonista e agonista dopaminérgico, respectivamente (CHAOULOFF et al.,
1987). Em 1993, Bailey e colaboradores evidenciaram a relacao inibitoria
reciproca entre as monoaminas (BAILEY et al.,, 1993). Assim, adveio a
reformulacdo da “Hipotese da Fadiga Central”, fundamentada na relagéo 5-

HT/DA (DAVIS e BAILEY, 1997).

Além das respostas agudas, o EF quando realizado cronicamente desencadeia
mudancas estruturais em diferentes areas do SNC (CASSILHAS et al., 2016;
SILVA e ARIDA, 2015; GARCIA et al., 2012; THOMAS et al., 2012; FERREIRA
et al.,, 2010; VAYNMAN e GOMEZ-PINILLA, 2005). Tais respostas induzidas
pelo EF ja foram constatadas com a utilizacdo de diferentes protocolos, por
exemplo: EF forcado (na esteira) (LEASURE e JONES, 2008; HUANG et al.,
2006), voluntério (roda) (BERCHTOLD et al., 2005; GOMEZ-PINILLA et al.,

2002) e exercicios de equilibrio (GARCIA et al., 2012; KLINTSOVA et al., 2004).

As adaptacdes estruturais decorrentes do EF cronico também tém sido
observadas nos sistemas dopaminérgico e serotonérgico (TAJIRI et al., 2010;
FERREIRA et al., 2010; FOLEY e FLESHNER, 2008; DWYER e BROWNING,
2000). Tais modificacdes ocorrem devido a liberagdo de fatores neurotroficos
gue, por meio de cascatas sinalizadoras, alteram a expresséo génica neuronal

(LU et al., 2003; MITCHELL et al., 2010; VAN PRAAG,; 2008).
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Complementando as investigacdes acerca das respostas agudas e crénicas ao
EF, nas dultimas décadas, inUmeros trabalhos tém demonstrado que o
desempenho fisico é influenciado por fatores genéticos (capacidade intrinseca)
e ambientais (por exemplo: treinamento fisico). Em relagdo aos fatores
genéticos, pesquisas realizadas com mamiferos (como ratos e camundongos)
constataram uma variabilidade intrinseca na capacidade de exercitar (KOCH e
BRITTON, 2008; MASSETT e BERK, 2005; KOCH e BRITTON, 2001) que se
manifesta inter (HOYDAL et al.,, 2007; MASSETT e BERK, 2005) e intra
(RABELO et al, 2015; PRIMOLA-GOMES et al., 2009) linhagens.
Especificamente, em pesquisa desenvolvida no nosso laboratorio, observamos
gue ratos da linhagem Wistar, que possuem alta capacidade intrinseca para
realizar o EF, apresentam maior atividade dopaminérgica basal no caudado-
putamen [CPu, area cerebral relacionado com o controle motor e motivacao
para o EF (KNAB e LIGHTFOOT, 2010)], que pode ser um dos fatores que
contribui para o alto desempenho nesse grupo (RABELO et al., 2015).
Complementando nossos achados anteriores e reforcando nossa
argumentacdo, outros autores tém ressaltado que a atividade do sistema
dopaminérgico aumenta a motivacdo para corrida em linhagens de animais
provenientes de cruzamento genético [selecao artificial divergente] que
apresentam alto desempenho (FOLEY e FLESHNER, 2008; KNAB e

LIGHTFOOT, 2010).

Além da variagdo na capacidade intrinseca, a treinabilidade de mamiferos ao
serem submetidos a um protocolo crénico de EF, também tem sido

evidenciada, o que pode ser resultado da interacédo entre genética e ambiente
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(STEPHENSON et al., 2013; GROVES-CHAPMAN, 2011; MASSET e BERK,
2005; KOCH et al., 2005; TROXELL et al., 2003). No entanto, os estudos que
buscam relacionar essas duas variaveis, capacidade intrinseca e treinabilidade,
ainda sdo escassos na literatura. Assim o objetivo do presente estudo foi
investigar se diferencas na capacidade intrinseca para o EF aerdbico
influenciam na treinabilidade. Considerando que a capacidade intrinseca para
o EF esta relacionada a alteracdes no sistema dopaminérgico, também tivemos
como obijetivo verificar se animais com diferencas intrinsecas na capacidade
de corrida apresentam diferencas na plasticidade dopaminérgica em resposta

ao treinamento fisico (TF) aerdbico.

1.2 Sistemadopaminérgico

As principais vias do sistema dopaminérgico sdo: via mesocorticolimbica
(projecbes da area tegmentar ventral para hipocampo, ndcleo accumbens,
amigdala, bulbo olfatério, cértex pré-frontal, cortex orbital e giro cingulado),
tuberoinfudibular (projecbes do nucleo arqueado para hipéfise anterior) e
nigroestriatal [projecdes da substancia negra pars compacta (SNpc) para o
CPu] (RANGEL-BARAJAS e FLORAN, 2015; BEN-JONATHAN e HNASKO,
2001). Através dessas vias, a DA estd envolvida na regulacdo enddcrina
(liberagéo de prolactina), mecanismos de recompensa, motivacéo e regulacao
do controle motor (HOWE et al. 2013; KRAVITZ e KREITZER, 2012; BEN-
JONATHAN e HNASKO, 2001). Especificamente, a via nigroestriatal participa
do controle do movimento e da motivacao para o EF (KNAB e LIGHTFOOT,

2010).
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A DA é sintetizada a partir do aminoacido tirosina pelas enzimas tirosina
hidroxilase (TH, enzima limitante da sintese dopaminérgica) e DOPA
descarboxilase. A atividade da enzima TH é regulada pelo sistema célcio-
calmodulina, portanto, um aumento de célcio no SNC pode resultar em maior
ativacdo do sistema dopaminérgico — resposta que ocorre durante o EF
(AKIYAMA e SUTOO, 1999). Ao ser liberada na fenda siniptica, a DA, ao se
ligar a um dos seus receptores, desencadeia cascatas de sinalizacdes
celulares. Os receptores dopaminérgicos sdo membros de uma superfamilia de
receptores acoplados a proteina G e estdo agrupados em duas subfamilias:
dos receptores D1 (D1 e D5) e dos receptores D2 (D2, D3 e D4) (BEN-
JONATHAN e HNASKO, 2001). Os receptores da subfamilia D1 estédo
localizados nos neurénios pés-sinapticos acoplados a proteina G excitatoria, o
gue resulta em aumento da atividade da adenilato ciclase (AC) e aumento da
producdo de 3'5"-adenosina-monofosfato-ciclico (AMPc). Por outro lado, os
receptores da subfamilia D2 estdo presentes nos neurdnios pré e pos-
sinapticos acoplados a proteina G inibitoria, o0 que desencadeia diminuicdo do
AMPc (BEN-JONATHAN e HNASKO, 2001; SEALFON e OLANOW, 2000).
Apos ser liberada na fenda sinaptica, a DA pode se ligar aos seus receptores
pré ou pds-sinapticos ou ser recaptada para o neurbnio pré-sinaptico através
do transportador de DA (DAT), onde serd degrada pelas agcédo das enzimas
monoamina oxidase (MAQO) e catecol-O-metil-transferase (COMT) ou ficara
armazenada em vesiculas (BEN-JONATHAN e HNASKO, 2001; SEALFON e

OLANOW, 2000) (FIG. 1).
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FIGURA 1 - Representacdo da sintese, estocagem, liberacdo e degradacéo

dopaminérgica (1) Tirosina é captada para dentro do neurbnio dopaminérgico pré-sinaptico.
(2) Tirosina é convertida para L-DOPA pela TH, passo limitante da via de biossintese ativado
pelo sistema calcio-calmodulina. (3) L-DOPA é convertida em DA pela enzima DDC. (4) DA é
translocada dentro de vesiculas secretoras para ser armazenada e, posteriormente secretada.
(5) Fuséo de vesiculas secretdrias com a membrana plasmatica resulta na liberacdo da DA na
fenda sinaptica. (6) DA liga aos receptores de membrana e inicia multiplas respostas na célula
alvo. (7) DA néo-ligada é captada pelo DAT. (8) Ambas, a DA recém sintetizada e a DA captada
pelo neurbnio pré-sinaptico, sdo translocadas para dentro de vesicula secretdrias pela VMAT.
(9) MAO, localizada na membrana externa da mitocdndria, converte DA para o seu metabdlito.
(10) COMT converte DA ou o metabdlito para produtos inativos. Abreviacdes: COMT: Catecol-
O-metil-transferase; DA: dopamina; DAT: transportador de DA; DDC: dihidroxifenilalanina
descarboxilase; MAO: monoamina oxidase; TH: tirosina hidroxilase; VMAT: transportador
vesicular de DA (Legenda adaptada, figura retirada BEN-JONATHAN e HNASKO, 2001).

Nos neurbnios pos-sinapticos, a DA desencadeia cascatas celulares que
modulam os complexos quinase regulada por sinal extracelular (ERK)/proteina

guinase ativada por mitdgeno (MAPK), elemento de resposta ligado ao AMPc
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(CREB), complexo célcio-calmodulina (CAMKII) e fosfoproteina regulada por
AMPc e DA (DARPP-32), dentre outras (RANGEL-BARAJAS e FLORAN, 2015;

KNAB e LIGHTFOOT, 2010) (KNAB e LIGHTFOOT, 2010) (FIG. 2).
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FIGURA 2 - Representacdo da sinapse dopaminérgica. As vias de sinalizagdo no neurbnio
pés-sinaptico sdo somente representativas da sinalizacao dos receptores D1 (com aumento de
AMPc). Os receptores D2 desencadeiam diminuicdo do AMPc. Abreviacdes - AC5: adenilato
ciclase 5; ATP: adenosina trifosfato; CREB: elemento de resposta ligado ao APMc; DARPP-32:
fosfoproteina regulada por AMPc e DA; D1: receptor dopaminérgico 1; MAPK: proteina quinase
ativada por mitdgeno; PKA: proteina quinase A; PKC: proteina quinase C; PLC: fosfolipase C;
VMAT: transportador vesicular de monoamina; c-fos: gene de ativacdo imediata (Legenda
adaptada, figura retirada de KNAB e LIGHTFOOT, 2010).

Especificamente na via nigroestriatal, a DA participa na regulacéo da via direta
e indireta do controle motor (KRAVITZ e KREITZER, 2012). No CPu, ambos os
receptores, D1 e D2, sédo altamente expressos, porém, o receptor D1
potencializa a atividade da via direta, enquanto o receptor D2 inibe a via
indireta. Em ambas, a resposta final desencadeada pela DA consiste em

aumento da atividade do cértex motor (SEALFON e OLANOW, 2000) (FIG. 3).
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Além da regulagdo do controle motor, estudos recentes tém demonstrado que
a DA na via nigroestriatal também estd envolvida na motivacdo para o EF

(KRAVITZ e KREITZER, 2012; KNAB et al., 2010).
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FIGURA 3 - Representacdo da participacdo dopaminérgica nas vias dos ganglios da
base. Ativacdo de neurdnios da SNpc desencadeia a liberagdo de DA no CPu. Quando a DA
se liga aos receptores D1, expressos em neurdnios GABAérgicos no CPu, ocorre aumento da
transmissdo GABAérgica para SNpr / globo palido interno. Isso resulta em diminuicdo da
atividade GABAérgica da SNpr / globo pélido interno para o talamo. Como consequéncia,
ocorre aumento da transmissao glutamatérgica do tadlamo para o cortex motor para iniciar e
regular o movimento. Quando a DA se liga aos receptores D2, expressos em neurfnios
GABAérgicos no CPu, ocorre diminuicdo da transmissao GABAérgica para o globo palido
externo. Com isso, o globo palido externo aumenta a transmissdo GABAérgica para o
subtadlamo. Consequentemente, ocorre diminuicdo da transmissao glutamatérgica do
subtalamo para a SNpr / globo palido interno. Isso desencadeia diminuicdo da transmisséo
GABAérgica para o tdlamo. Na sequéncia, o tAlamo aumenta a atividade glutamatérgica para
o cortex motor para iniciar e regular o movimento. Abrevia¢des — CPu: caudado-putamen; DA:
dopamina; SNpc: substéncia negra pars compacta; SNpr: substancia negra pars reticulada
(Legenda adaptada, figura retirada de FOLEY e FLESHNER, 2010).
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A importancia do sistema dopaminérgico no controle do movimento fica
evidente em situagBes patoldgicas, como na doenca de Parkinson, que é
resultante de uma degeneracdo na via nigroestriatal. Os sintomas classicos
dessa doencga sao tremor de repouso, rigidez, bradicinesia e instabilidade

postural (BLESA et al., 2012).

Considerando os dados do nosso laboratério que demonstram maior atividade
dopaminérgica basal no CPu de animais com alta capacidade para o EF
aerobico (RABELO et al., 2015) e a associacdo dessa area com respostas
importantes para o desempenho fisico, a via nigroestriatal foi o foco do presente

estudo.

1.2.1 Sistema dopaminérgico e exercicio fisico agudo

No decorrer de um exercicio progressivo até a fadiga, observa-se aumento na
atividade dopaminérgica, porém, a medida que o EF progride, essa atividade
tende a retornar para os valores basais, contribuindo assim, para a interrupcéo
do esforco (BAILEY et al.,, 1993). De fato, estudos tém demonstrado que o
aumento farmacoldgico de DA no SNC, previamente a realizacao do EF, resulta
em respostas fisiolégicas que aumentam o desempenho fisico (BALTHAZAR et
al., 2009; WATSON et al.,, 2005; BAILEY et al., 2003). Balthazar e
colaboradores (2009) observaram que a administragao intracerebroventricular
(i.c.v.) de DA desencadeia uma atenuacao na queda na eficiéncia mecanica no
decorrer de um exercicio fisico aerdbico realizado em esteira, além de alterar o

mecanismo protetor que faz com que o animal interrompa o esfor¢o ao atingir
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valores elevados de temperatura interna. Somando-se a essas evidéncias, 0
uso de antagonistas dopaminérgicos, também i.c.v., desencadeia diminui¢ao
no TE e no consumo maximo de oxigénio (VO2max) €m exercicio aerdbico de
intensidade progressiva, além de hipertermia que persiste na recuperagdo apos
o esforco (BALTHAZAR et al., 2010). A participacéo do sistema dopaminérgico
no desempenho fisico também tem sido foco de pesquisas em seres humanos.
No trabalho de Watson e colaboradores (2005), os individuos ao realizarem um
exercicio no ambiente quente (30°C), apOs ingerirem bupropiona (BUP)
(inibidor da recapitagéo de DA e noradrenalina), apresentaram uma melhora no
desempenho quando comparados ao grupo controle. Nessa situacéo, o grupo
BUP finalizou o EF com maiores valores de temperatura interna, mas sem

alteracdes na percepcédo subjetiva de esforco.

Nota-se, portanto, que a atividade do sistema dopaminérgico influencia a
capacidade de realizar o EF através da modulacdo de respostas fisiologicas

importantes para o desempenho fisico.

1.2.2 Sistema dopaminérgico e o exercicio fisico cronico

Somando aos dados que demonstram o efeito da atividade dopaminérgica no
EF agudo, estudos tém demonstrado que o EF cronico desencadeia alteracdes
estruturais em neurdnios dopaminérgicos, tais como: aumento da expressao de
RNAmM de receptores dopaminérgicos D2 (Drd2) pos-sinapticos, aumento da
expressdo de RNAmM da enzima Th, diminuicdo da expressdao do RNAmM do

autorreceptor inibitério dopaminérgico (FOLEY e FLESHNER, 2008),
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diminuicdo da liberacdo e captacdo dopaminérgica induzida por anfetamina
(MARQUES et al., 2008), aumento de proteinas estruturais no corpo estriado
(GARCIA et al.,, 2012) e diminuicdo da atividade dopaminérgica basal

(MEEUSEN et al., 1997) — fatores que podem influenciar o desempenho fisico.

As adaptacdes induzidas pelo EF, no sistema dopaminérgico, também vém
sendo investigadas em animais submetidos a lesdes na via nigroestriatal [com
farmacos 6-hidroxidopamina (6-OHDA) - para ratos) e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) - para camundongos)] — e os resultados obtidos com
estes métodos complementam aqueles encontrados nos modelos com tecido
neuronal intacto. Esses modelos de lesGes dopaminérgicas levam a quadros
semelhantes aos observados na doenca de Parkinson (BLANDINI e
ARMENTERO, 2012; DUTY e JENNER, 2011). O EF realizado p6s-lesao induz
a liberacdo de fatores neurotroficos que ativam vias de sinalizacdes e
minimizam o estresse oxidativo, atenuando a degradacdo dopaminérgica
(TUON et al., 2012; STAHL et al., 2011; TAJIRI et al., 2010; ZIGMOND et al.,
2009). Além disso, tem sido mostrado aumento do numero de neurdnios
(TAJIRI et al., 2010) e receptores de DA (FISHER et al., 2004) e diminui¢cao no
namero de transportadores (PETZINGER et al.,, 2007), o que resulta em
melhora no controle motor (SMITH et al., 2011; GORTON et al.,, 2010;

PETZINGER et al., 2007).



31

1.3 Neuroplasticidade, fatores neurotréficos e exercicio fisico

As adaptacdes estruturais e de funcionamento do SNC sdo denominadas na
literatura cientifica como neuroplasticidade. Este termo pode ser definido como
a capacidade do encéfalo de modificar sua estrutura e/ou fungdo em resposta
a diferentes estimulos (FUCHS e FLUGGE, 2014; COWANSAGE et al., 2010;
MITCHELL, 2010; LU et al., 2003; LLEDO et al., 2006). Tem sido demonstrado
que esse processo ocorre, dentre outros, em resposta ao EF crénico através
da liberacéo de fatores neurotroficos, tais como: fator neurotrofico derivado do
cérebro (brain-derived neurotrophic factor, BDNF), fator neurotréfico derivado
da glia (glial cell line-derived neurotrophic factor, GDNF), fator de crescimento
do nervo (nerve growth factor, NFG) e fator de crescimento semelhante a
insulina (insuline-like growth factor 1, IGF-1) (TUON et al., 2012; ZIGMOND et
al., 2009; FISHER et al., 2004). Todos esses fatores induzem a adaptacfes no
SNC, como: modificagdes no numero e sensibilidade de receptores, na
arborizacdo dendritica, no niumero de sinapses, na vascularizacdo neural e
também aumento da potencializacdo de longo prazo (GARCIA et al., 2012;
THOMAS et al.,, 2012; FERREIRA et al., 2010; MARAIS et al., 2009, VAN
PRAAG, 2008; VAYNMAN e GOMEZ-PINILLA, 2005; GOMEZ-PINILLA et al.,

2002).

O BDNF tem sido descrito na literatura como o principal fator tréfico que medeia
os efeitos do EF no SNC (SEIFERT et al., 2010; MITCHELL, 2010;
O’CALLAGHAN et al., 2009; CECHETTI et al., 2008; BERCHTOLD et al.,

2005). Membro da familia das neurotrofinas, o BDNF desencadeia a
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dimerizacdo e autofosforilagdo em residuos de tirosina do seu receptor
especifico, denominado TrkB, potencializando diferentes cascatas de
sinalizacdo intracelular, como: via da proteina quinase ativada por fator
extracelular (ERK), via da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a via da
fosfolipase C-y (PLC-y). As cascatas de sinalizacdes geradas pelo BDNF
ativam fatores que alteram a transcricdo génica (FIG. 4) (LU, 2003; RUSSO et
al., 2009). Estudos tém demonstrado que o EF induz a aumentos na expressao
do RNAm de Bdnf e na sintese da proteina BDNF no SNC (BERCHTOLD et al.,
2005; GOMEZ-PINILLA et al., 2002; OLIFF et al., 1998; NEEPER et al., 1996).
J& foi mostrado que esse aumento ocorre com trés sessbes de EF aerobico
moderado — 60% do consumo maximo de oxigénio (HUANG et al., 2006) ou
dois dias de acesso a roda e pode perdurar por até dez dias apds a interrupcao

do esforgo (BERCHTOLD et al., 2005; OLIFF et al., 1998).
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FIGURA 4 - Representacgao das vias intracelulares desencadeadas pelo BDNF. Através da
ligacdo com o seu receptor especifico, 0 BDNF ativa 3 principais vias de sinalizagdo: via da
PI3K-Akt, via da GTPase(Ras)-MEK e ERK e a via da PLC-y. Abreviagbes - Akt: proto-
oncogene timoma viral; ERK: quinase regulada por sinal extracelular; IRS: substrato do receptor
de insulina; MEK: proteina quinase ativada por mitdgeno; PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase;
PLC-y : fosfolipase C-y; Ras: GTP-ase (figura e legenda adaptadas de Russo et al., 2009).

O GNDF tem sido descrito como o principal fator tréfico associado com a
plasticidade do sistema dopaminérgico (CARNICELLA e RON, 2009). O GDNF
€ membro da superfamilia do fator de crescimento B, sendo encontrado
predominantemente no corpo estriado. Ao ser liberado, ele se liga ao seu
receptor especifico GFRa1, acoplado ao receptor de sinalizagéao

transmembrana da tirosina quinase (Ret), o que induz a cascatas de
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sinalizacdes semelhantes as induzidas pelo BDNF, como: ERK/MAPK, PI3K e
PLC-y (FIG. 5). Através dessas sinalizacdes, o GDNF promove a sobrevivéncia
de neurbnios dopaminérgicos (CARNICELLA e RON, 2009), inclusive em
guadros da doenga de Parkinson (SUN et al., 2005; GILL et al., 2003). Estudos
tém demonstrado aumento de GDNF apos a realizacdo de EF de intensidade
moderada e alta no tecido neuronal intacto ou apos lesfBes nigroestriatais

(ALZALPOUR et al., 2015; LAU et al., 2011; TAJIRI et al., 2010).
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FIGURA 5 — Representacéo das vias intracelulares desencadeadas pelo GDNF mediadas
pelo GFRa1 e Ret. Ligacdo do GDNF com GFRa1 aumenta a afinidade do GFRal com Ret,
induzindo a dimerizagdo do receptor. Ret é ativado pela autofosforilagdo dos residuos de
tirosina, levando para ativacdo de vias de sinalizacdo, como ERK/MAPK, PI3K e PLC-y.
Abreviacdes: Akt: proto-oncogene timoma viral; ERK: quinase regulada por sinal extracelular;
GDNF: fatore neurotréfico derivado da glia; MEK: proteina quinase ativada por mitégeno; PI3K:
fosfatidilinositol-3-quinase; PLC-y : fosfolipase C-y; Ret: receptor de sinalizagdo
transmembrana da tirosina quinase (figura retirada de CARNICELLA e RON, 2009).

Em relacdo a neuroplasticidade induzida pelo EF, os dados da literatura
mostram que o exercicios fisicos aerobicos de baixa e moderada intensidades
séo mais eficazes em promover aumentos na liberacéo de fatores neurotroficos
gue irdo desencadear respostas de plasticidade neural. Os exercicios de alta
intensidade, em fungé@o de promoverem aumento exacerbado da corticosterona

(observado em ratos e camundongos), inibem a liberacdo desses fatores
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troficos (SOYA et al., 2011; KASHIHARA et al., 2009; COTMAN et al., 2007;

SOYA et al., 2007).

1.4 Sistema dopaminérgico e diferencas intrinsecas para o

desempenho fisico

Considerando a relacdo reciproca entre desempenho fisico e atividade
dopaminérgica, nos ultimos anos, alguns pesquisadores tem investigado se a
diferenca intrinseca na capacidade de realizar o EF pode estar associada a
alteracdes determinadas geneticamente nesse sistema neural (FOLEY et al.,
2012; MATHES et al., 2010; FOLEY et al., 2008). Com esta finalidade, animais
manipulados geneticamente para divergirem em relacdo ao desempenho fisico
vém sendo utilizados. Para a realizacdo da manipulacdo genética, em 1997,
um grupo de pesquisadores submeteram 168 animais, que apresentavam uma
alta variabilidade genética, a cinco testes progressivos de corrida na esteira.
Na sequéncia, 13 machos e 13 fémeas de cada extremo, em relacdo ao

desempenho fisico na corrida (corredores “bons” “e ruins”), foram selecionados
e cruzados entre eles. Assim, foram desenvolvidas as castas de animais com
alta (HCR — high capacity runner) e baixa (LCR — low capacity runner)
capacidade para a corrida (KOCH e BRITTON, 2001). Desde entéo, diversos
experimentos estao sendo realizados para investigar quais alteragfes estes
animais apresentam nos sistemas fisiolégicos que levam as diferencas
observadas na capacidade de se exercitar. Alguns resultados encontrados

entre as castas, foram: periféricos [atividade de enzimas glicoliticas e

densidade capilar no muasculo, consumo maximo de oxigénio, densidade
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capilar, composicao corporal, dentre outras (SWALLOW et al., 2010;
HENDERSON et al.,, 2002; HOWLETT et al.,, 2002)] e centrais [atividade
neuronal, liberacdo de neurotransmissores, dentre outras (MONROE et al.,

2014; FOLEY et al., 2012; MATHES et al., 2010; FOLEY et al., 2006)].

Em relacdo a atividade dopaminérgica, ja foi demonstrado que animais com
alta predisposicdo para o EF apresentam maior expressdo do RNAm de
receptores de DA e do autorreceptor inibitério serotonérgico em algumas areas
cerebrais (FOLEY et al., 2008), maior ativacao neuronal apds o EF (FOLEY et
al., 2012) e maior atividade dopaminérgica no estriado em comparacao aos
animais LCR (WATERS et al., 2010). Esses estudos, em conjunto, mostram que
a variacao intrinseca para o EF (induzida por manipulacdo genética) esta
associada com variacdes na atividade do sistema dopaminérgico. Além das
evidéncias expostas acima, Primola-Gomes e colaboradores (2009)
constataram que a variabilidade intrinseca para o EF também esta presente em
animais pertencentes a uma unica linhagem (Wistar), ndo provenientes de
manipulacbes genéticas. Neste estudo, 0s animais que apresentaram alto
desempenho para a corrida tinham maior transiente de calcio nos
cardiomidcitos e maior expressao de proteinas relacionadas a contratilidade do
miocardio. Utilizando o critério de selecdo proposto por Primola-Gomes e
colaboradores (2009), em trabalho desenvolvido pelo nosso laboratério, com o
intuito de aprofundar o conhecimento acerca da relacdo entre as monoaminas
e 0 EF, demonstramos que animais com diferencas intrinsecas no desempenho
fisico apresentam também diferencas monoaminérgicas. Tais alteracdes foram

observadas em areas cerebrais relacionadas ao controle motor [CPu (KRAVITZ
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e KREITZER, 2012)] e regulacdo termorregulatéria [area pré-Optica
(ROMANOVSKY et al., 2007)] no estado basal e ap6s a realizacdo de uma
corrida na esteira a 60% da velocidade maxima. Um dos principais achados do
estudo foi que animais com capacidade alta (CA) para a corrida apresentaram
maior atividade dopaminérgica basal (inferida através da razdo DOPAC/DA,
determinada pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia) no CPu

(RABELO et al., 2015).

Assim, considerando o0s resultados encontrados acerca da atividade
dopaminérgica nos animais CA e a relacdo entre EF cronico e
neuroplasticidade, é possivel especular que animais com diferencas intrinsecas
para o EF desenvolvam diferentes adaptacfes neurais quando submetidos a

um protocolo de treinamento fisico aerdbico.

1.5 Objetivo geral do estudo

Verificar a influéncia da capacidade intrinseca para o exercicio fisico na
neuroplasticidade do sistema dopaminérgico induzida pelo treinamento fisico
aerdbico.

Objetivos especificos:

1. Verificar a influéncia da capacidade intrinseca para o exercicio fisico nos
seguintes parametros:

- Concentragfes basais de DA, 5-HT e seus metabdlitos (DOPAC: 3,4-acido
diidroxifenilacético, 5-HIAA: 5-hidroxitriptamina) no CPu.

- Expressdes do RNAm de Bdnf, Gdnf, Th, Dat, receptores Drd1 e Drd2 no CPu.
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- Desempenho fisico aerodbico: tempo de exercicio, trabalho, consumo de

oxigénio e eficiéncia mecanica.

2. Verificar a influéncia da capacidade intrinseca para o exercicio fisico nas
adaptacbes desencadeadas pelo treinamento fisico aerébico nos seguintes
parametros:

- Concentragdes basais de DA, 5-HT e seus metabdlitos no CPu.

- Expressfes do RNAm de Bdnf, Gdnf, Th, Dat, receptores Drd1 e Drd2 no CPu.
- Desempenho fisico aerébico: tempo de exercicio, consumo de oxigénio e
eficiéncia mecanica.

- Composicao corporal: massa corporal, indice de adiposidade e massa

muscular.

1.6 Hipoteses adotadas para o estudo

HO: A capacidade intrinseca para o exercicio fisico néo influencia a
neuroplasticidade do sistema dopaminérgico induzida pelo treinamento fisico

aerobico.

H1l: A capacidade intrinseca para o0 exercicio fisico influencia a
neuroplasticidade do sistema dopaminérgico induzida pelo treinamento fisico

aeroébico.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Cuidados éticos

Os procedimentos realizados no presente estudo obedeceram aos Principios
Eticos da Experimentacdo Animal e foram aprovados pela Comiss&o de Etica

no Uso de Animais da UFMG (protocolo: 367 / 2014).

2.2 Amostra

Foram utilizados ratos Wistar provenientes do Centro de Bioterismo do ICB da
UFMG com massa corporal (MC) inicial entre 200 e 230 g. Os animais
permaneceram em ambiente com temperatura controlada (24 + 1°C), sob um
ciclo claro-escuro de 14/10 h e tiveram livre acesso a ra¢éo granulada (Labina)
e agua. Inicialmente, os animais foram mantidos alojados em gaiolas coletivas
(quatro animais por caixa), e posteriormente, durante o periodo de treinamento
fisico, eles foram transferidos para gaiolas individuais (para possibilitar o
registra da ingestdo alimentar — dados néo apresentados). No decorrer de todo
0 experimento, os animais foram pesados a cada dois dias e os valores de MC

foram utilizados como uma referéncia do estado de saude.

2.3 Delineamento experimental

AplOs 0s animais atingirem a MC de aproximadamente 250 g, eles foram

familiarizados a corrida na esteira (cujo protocolo sera detalhado a seguir na
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secdo 2.4). Na semana seguinte, cada rato foi submetido a trés testes de
esforco progressivo (TEP), com um intervalo de 48 horas entre os testes. No 3°
TEP também foi realizada a anélise do VOz2. O resultado do maior TE de cada
rato foi utilizado para a classificagdo dos animais em: capacidade-baixa (CB),
capacidade-média (CM) e capacidade-alta (CA) para o EF. Apds a
classificacdo, oito animais de cada grupo realizaram o treinamento fisico
aerdbico (TF) em esteira rolante [situacdo: treinado (TR)] e oito animais de cada
grupo permaneceram sedentarios no biotério [situacdo: sedentario (SED)] (FIG.
6). O numero amostral (n= 8) foi escolhido a partir de calculo realizado
previamente, considerando o TE como a variavel mais instavel (Coeficiente de
variacdo = 39,26%) e utilizando uma amplitude do intervalo de confianca da

média (IC) de 30% (RABELO et al., 2015).

Ratos
(A | ,
CB CM CA
sl | |
SED TR SED TR SED TR
(n=28) (n=8) (n=28) (n=8) (n=8) (n=28)

FIGURA 6 - Grupos e situacdes experimentais. (A) grupos; (B) situacdes. Abreviaces -
CA: capacidade-alta; CB: capacidade-baixa; CM: capacidade-média, SED: sedentario; TR:
treinado.

Na 32 (para a readequacao da velocidade de corrida) e na 62 semana de
treinamento (para a avaliacdo do desempenho fisico) todos os ratos foram
submetidos novamente a um TEP. Na ultima semana de experimento, 0S
animais também realizaram um TEP para medida do consumo de oxigénio
(VO2). Quarenta e oito horas apos a Ultima sesséo de treino, 0os animais foram

eutanasiados por decapitagao (FIG. 7).
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FIGURA 7 - Delineamento experimental. Abreviacdes - CA: capacidade-alta; CB: capacidade-baixa; CM: capacidade-média, MC: massa corporal; SED:

sedentério; TEP: teste de esfor¢o progressivo; TEPrina: teste de esforgo progressivo final; TR: treinado; VO2: consumo de oxigénio.
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2.4 Protocolo de familiarizagdo a corrida na esteira rolante

Durante cinco dias, os animais foram familiarizados ao EF em esteira rolante
(Columbus Instruments, OH, USA) permanecendo cinco minutos em repouso
seguidos de cinco minutos de exercicio. No decorrer da semana, a velocidade
de corrida aumentou gradualmente: 10, 10, 11, 13 e 15 m/min (FIG. 8). Na parte
posterior da esteira, foi aplicada uma corrente elétrica de 0,5 mA com objetivo
de estimular a corrida. O objetivo da familiariza¢ao foi ensinar aos animais em
qual direcéo correr e eliminar aqueles que ndo conseguiam executar a corrida
(PRIMOLA-GOMES et al., 2009; KOCH e BRITTON, 2001). Além disso, no
estudo de Huang et al. (2006) foi demonstrado que uma sessao de EF sem
familiarizacdo prévia causa reducdo de BDNF (semelhante a resposta
desencadeada pelo estresse de contencdo), o que nao acontece quando 0s
animais sao familiarizados previamente, por uma semana (HUANG et al., 2006).
Assim, com o objetivo de prevenir esse efeito nas variaveis do presente estudo,

todos os animais foram familiarizados ao EF aerébico na esteira.

5 min: repouso 5 min: exercicio

A

FIGURA 8 - Protocolo de familiarizacéo a corrida na esteira.
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2.5 Protocolo do teste de esforgo progressivo

Para a realizacdo do teste de esforco progressivo (TEP) foi adotada a
velocidade inicial de 10 m/min, com acréscimos de 1 m/min a cada 3 min até a
interrupgéo do esforgo (FIG. 9). A inclinagdo da esteira foi mantida em 5° e, na
parte posterior da mesma, foi aplicada uma corrente elétrica de 0,5 mA com
objetivo de estimular o animal a correr. O critério adotado para interrup¢éo do
teste foi a permanéncia do animal por 10 segundos na grade de estimulo
elétrico (PRIMOLA-GOMES et al., 2009). Todos os testes foram realizados no
mesmo periodo do dia (08:00 as 13:00 h) e com a temperatura no interior da

esteira controlada (24 + 1° C).

Fadiga: permanéncia do
animais por 10 seg. na
grade de estimulo elétrico

* 3 min
*%|3 min N

3 min T 1m.min"’

FIGURA 9 - Protocolo do teste de esforgo progressivo (PRIMOLA-GOMES et al., 2009).
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2.6 Selecdo dos animais em relacdo a capacidade intrinseca para o

exercicio fisico

Os animais foram classificados em relacéo a capacidade intrinseca para o EF
a partir da comparacao do tempo de exercicio maximo obtido entre os 3 TEP
(TEmax) com a meédia do TEmax (mediaTEmax) do histograma de distribuicdo de
frequéncia do tempo de exercicio de 210 animais submetidos a0 mesmo

protocolo de 3 TEP (FIG. 10; RABELO et al., 2015).

40 | Sle |

Frequency distribution

] 10 20 30 40 50 60 70 80

Maximal time of exercise (min)

FIGURA 10 - Histograma de distribuicdo de frequéncia do tempo méaximo de exercicio.
210 animais foram submetidos ao protocolo de 3 testes de esfor¢o progressivo. medial Emax:
41,0 + 16,1 min. Abreviacbes - LP: low-performance; SP: standard-performance; HP: high-
performance (RABELO et al., 2015).

Considerando o histograma apresentado acima, os animais foram divididos

conforme os critérios e valores expressos abaixo:
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TABELA 1 - Critério adotado para a selecdo dos animais em relacéo a

capacidade intrinseca para o exercicio fisico

Classificacéo Critério adotado Valores de TE
CB TEmax < mediaTEmax - 1 DP TE < 24,90 m|n
TE entre 24,90 e
CM mediaTEmax —-1DP< TEmax < mediaTEmax + DP A
57,10 min
CA TEmax > mediaTEmax + 1 DP TE > 57,10 m|n

AbreviacOes — CA: capacidade-alta; CB:capacidade-baixa; CM: capacidade-média; DP: desvio-
padrdo; TE: tempo de exercicio; TEmax: tempo de exercicio maximo entre os trés progressivos;
mediaTEmax: média do tempo de exercicio maximo de todos os animais

(RABELO et al., 2015)

2.7 Protocolo de treinamento fisico aerébico

O treinamento fisico aerdbico proposto para o presente estudo foi desenvolvido

a partir de protocolos de treinamento fisico em esteira realizados previamente

com ratos Wistar com o objetivo de induzir adaptaces neurais (TAB. 2):

TABELA 2 - Protocolos de treinamento fisico com ratos propostos na literatura

cientifica

Autores

Protocolo de treinamento

Jia et al. (2014)

Dutra et al. (2012)

Costa et al. (2012)
Higa-Taniguchi et al. (2007)

Meeusen et al. (1997)

Cechetti et al. (2008)

16 semanas, 5x/semana, 60 min, 18 m/min, 60%
Vmax.

4 semanas, 5X/semana, duracéo inicial da corrida: 20
min, aumentos progressivos na duragéo até o animal

conseguir correr 60 min.
8 semanas, 5x/semana, 20 min, 60% VO2max.
3 meses, 5x/semana, 60 min, 50-60% Vmax.

6 semanas, 5X/semana, aumentos progressivos na
velocidade e duracdo até o animal conseguir correr

por 80 min na velocidade de 26 m/min

2 semanas, 5x/semana, 20min, 60% VOomax.

Abreviac¢des — Vmax: velocidade maxima; VO2max: consumo méaximo de oxigénio.
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O treinamento fisico aerdbico teve a duracdo de seis semanas e as sessdes
foram realizadas 5x/semana (segunda a sexta), no mesmo periodo do dia
(08:00 as 13:00 h). Todos os animais iniciaram o treinamento correndo a 60%
da velocidade maxima (Vmax) obtida nos TEP de cada grupo. Para a
determinacdo do tempo de treino, foi utilizado como referéncia os resultados
obtidos anteriormente em nosso laboratério ao submetermos animais dos
grupos CB, CM e CA a uma corrida até a fadiga a 60% da Vmax. Os valores de

TE encontrados para cada grupo estéo descritos na TAB. 3.

TABELA 3 - Dados do TEnax obtido a 60% da Vmax
CB CM CA
TEmax. @ 60% Vmax. (Min) 490+8,4 109,4 + 8,3 2179+214

(n = 8 para cada grupo experimental). Abreviacdes — CA: capacidade-alta; CB: capacidade-
baixa; CM: capacidade-média; TEmax: tempo de exercicio maximo; Vmax: velocidade maxima.
Os dados estédo expressos como média + EPM.

(Rabelo et al., 2015)

Com base nos dados apresentados acima, 0s animais realizaram o treinamento
correndo 40% do tempo de corrida obtido a 60% Vmax. Considerando que
exercicios de alta intensidade sdo menos eficazes em promover adaptacées
neurais (LOU et al., 2008; SOYA et al., 2011; 2007), optou-se por manipular
apenas a duracado das sessfes de treino. Assim, a cada semana (exceto na
transicdo da 32 para a 42 semana) foi efetuado um acréscimo de 10% no tempo
de corrida em relacdo a semana anterior. No final da 32 semana de treinamento,
os animais foram submetidos a um TEP e os valores de Vmax obtidos foram
utilizados para o reajuste da velocidade de treino, que se manteve a 60% Vmax
(TAB. 4). Para garantir que todos os animais fossem submetidos a um estresse

de manipulagédo semelhante, os ratos do grupo SED foram retirados do biotério
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e manipulados (retirados das gaiolas individuais e colocados na esteira por

aproximadamente 10 minutos) em dias similares ao do treinamento fisico.



TABELA 4 - Planilha do treinamento fisico aerébico

Semana CB CM CA

Velocidade Tempo Velocidade Tempo Velocidade Tempo
12sem. de TF 10 m/min 20 min 13 m/min 44 min 18 m/min 87 min
22semde TF 10 m/min 22 min 13 m/min 48 min 18 m/min 96 min
32semde TF 10 m/min 24 min 13 m/min 53 min 18 m/min 106 min

Final da 32 sem. TEP para o reajuste da velocidade (TEP 32sem))

42 sem. de TF ~ 14 m/min 24 min ~ 15 m/min 53 min ~ 20 m/min 106 min
52 sem. de TF ~ 14 m/min 26 min ~ 15 m/min 58 min ~20 m/min 117 min
62 sem. de TF ~14 m/min 29 min ~ 15 m/min 64 min ~20 m/min 129 min
Final da 62 sem. TEP final

Legenda - TEP: teste de esforgo progressivo. TF: treinamento fisico.
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2.8 Protocolo para a medida do consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio foi medido durante o TEP (nhos momentos pré e pos-
treinamento) através de um sistema de calorimetria indireta composto por um
sistema de fornecimento e troca de ar (modelo: LE400, Panlab, Harvard
Apparaturs) acoplado a uma esteira para animais de pequeno porte (modelo
LE8700, Panlab, Harvard Apparaturs). O equipamento foi calibrado
semanalmente com uma mistura de gases conhecida (High Oz = 49,99%; High
CO2: 1,50%; Low O2 = 20,00%; Low CO2 = 0,00%). Nos dias dos experimentos,
o animal foi posicionado dentro da esteira que permaneceu vedada durante toda
a corrida. O fluxo de ar de 2 litros/min foi mantido no equipamento durante todos
0s testes. As variaveis respiratérias foram registradas a cada minuto através do

software Metabolism (verséo 2.2.01, Panlab, Harvard Apparatus).

2.9 Eutanasia

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo, 48 h apds a ultima sesséo de
treinamento ou apds permanecerem sedentarios no biotério (de acordo com o
grupo experimental). ApGs a eutanasia, o encéfalo da calota craniana, congelado
com nitrogénio e colocado na matriz para seccdo cerebral de ratos (Insight
Equipamentos Cientificos). Foram realizadas secc¢des no plano coronal e o CPu
foi dissecado entre +1,7 e 0,7 mm em relacdo ao bregma (FIG. 11; Paxinos e

Watson, 1998).
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FIGURA 11 - Figura ilustrativa da regido dissecada para as andlises cerebrais: CPu.

Todas as secc¢Oes foram efetuadas nos dois hemisférios cerebrais, sempre pelo
mesmo pesquisador. O CPu foi divido em duas aliquotas que permaneceram
armazenadas a -80°C até a realizacdo das seguintes analises:

- Aliquota 1: foi utilizada para a quantificacdo das monoaminas e seus
metabdlitos através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase
reversa (CLAE).

- Aliquota 2: foi utilizada para a quantificacédo da expressdo de RNAm de Drdl e
Drd2, Th, Dat, Gdnf e Bdnf através da técnica de transcriptase reversa seguida

pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR-RT).

Todo o material cirdrgico e os microtubos utilizados nas dissec¢cdes foram
autoclavados para cada eutanasia. Além disso, para evitar contaminagdes no
tecido, o material foi limpo com RNase away (Ambion, Life Technologies). Além
do tecido cerebral, os coxins adiposos foram retirados e pesados para calculo do
indice de adiposidade. Os musculos séleo e gastrocnémio também foram
dissecados e pesados para verificar se o TF induziu aumento na massa muscular

dos animais.
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2.10 Andlise das monoaminas pela técnica de cromatografia liquida de

alta eficiéncia de fase reversa

As concentracdes de DA, 5-HT e seus metabolitos (DOPAC e 5-HIAA) no CPu
foram medidas através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia de
fase reversa (CLAE). Para a execucao da técnica, foi utilizado um sistema de
cromatografia (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) composto por uma coluna
de carbono 18 (250 x 4 mm, Purospher; 5 um, Merck, Darmstadt, Germany)
precedida por uma pré-coluna da mesma constituicdo. O potencial elétrico
aplicado foi de 850 mV sobre o eletrodo de referéncia de Ag/AgCI. A fase mével
foi constituida por: 100 mM de dihidrogenofosfato de sédio monohidratado
(NaH2PO4), 10 mM de cloreto de sddio (NaCl), 0,1 mM de EDTA, 0,14 mM de
acido octanosulfénico, 90% de agua MiliQ e 10% de metanol. O pH foi ajustado
em 3,5 através do acido orto-fosférico 85%. A solucao foi filtrada em uma
membrana de éster de celulose (0,22 UM de poro, 47 mm de diametro, Millipore,
SP, Brasil) e inserida no sistema a um fluxo de 1 mL/min. O CPu foi
homogeneizado em 800 pL de uma solucdo contendo 0,15 M de &cido perclérico
com 0,1 mM de EDTA. O padrdo interno 3,4 dihidroxibenzilamina (DHBA -
Aldrich, Milwaukee, MI, EUA) foi acrescentado a solucdo na concentracao de
12,5 pg/uL. Apoés a sonicacéo do tecido, a solucao foi centrifugada por 20 min a
12000 rpm e 4°C. O sobrenadante foi filtrado em membrana Millipore (0,22 U de
poro; 13 mm; nao estéril, Millex, SP, Brasil) e 20 yL de cada amostra foi injetado
no sistema. A identificacédo e quantificacdo de cada pico foram realizadas através
da comparagcdo com curva padréo (12,5; 25 e 50 pg/uL de cada padréo). Para

relativizar a quantidade de neurotransmissor pela quantidade de tecido cerebral,
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as proteinas de cada amostra foram quantificadas pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Desta forma, todos os dados de monoaminas foram

expressos em pg/ug de proteina.

Todas as amostras foram mensuradas na mesma andlise. O coeficiente de
variacao intra-ensaio foi menor que 5% para todos os componentes analisados.
As concentracdes de DA e 5-HT refletiram o conteddo de neurotransmissores
nas vesiculas sinapticas, enquanto DOPAC e 5-HIAA refletiram a liberacao de
DA e 5-HT, respectivamente (LOOOKINGLAND et al., 1987, SHANNON et al.,
1986). As razbes DOPAC/DA e 5-HIAA/5-HT foram usadas como indices de

turnover dos neurotransmissores (indicativos da atividade de cada sistema).

2.11 Andlise do RNAm pelatécnica de transcricdo reversa seguida pela

reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativo

Extracdo do RNA total

Para a extracdo do RNA total, cada aliquota de tecido cerebral (CPu) foi
homogeneizada com 750 pL de TRIZOL (Invitrogen, Life Technologies). Na
sequéncia, o RNA total foi isolado, adicionando 200 pL de 1-bromo-3-
cloropropano (BCP, Ambion, Life Technologies), seguindo pela centrifugacéo da
solugdo a 12000 x g, 4°C durante 15 min. O RNA total, presente no
sobrenadante, foi transferido para um novo microtubo e 650 pL de isopropanol
100% foi acrescentado. A solucéo foi centrifugada a 12000 x g a 4°C durante 35
min. Apos a remocao do sobrenadante, o RNA total foi lavado (2x) com etanol a

75% e centrifugado (2x) a 12000 x g, 4°C por 15 min. O RNA foi ressuspendido
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em 20 pL de H20 tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC, Invitrogen, Life
Technologies). Aproximadamente 20 L, relacdo de 0,5 pg/pL, de RNA foram
tratados com 10% do volume de 10x tampdo Turbo DNase (Ambion, Life
Technologies) e 1 pL da Turbo DNase (Ambion, Life Technologies). Apds as
amostras serem incubadas a 37°C por 30 min, o reagente de inativacdo da
DNase (Ambion, Life Technologies) foi acrescentado (volume correspondente a
10% do total). As amostras foram centrifugadas novamente (10000 x g a 4°C

durante 2 min) e o sobrenadante transferido para outro microtubo.

Transcri¢ao reversa

Para a reacao de transcricdo reversa, foi utilizado aproximadamente 1 ug de
RNA. Neste, foi acrescentado um mix contendo: 1 uL de random primers (100
ng/pL) (Invitrogen, Life Technologies), 1 pL de dNTP mix (10 mM) (Invitrogen,
Life Technologies) e agua DEPC para o volume final de 13 pL. A solugéo foi
incubada a 65°C por 5 min e 4°C por 1 min. Foi acrescentado 7 pL do mix
contendo: 4 pL de 5x PCR buffer, 1 yL de DTT (0,1 M) (Invitrogen, Life
Technologies), 1 pL do inibidor de ribonuclease (40 U/uL) (Invitrogen, Life
Technologies) e 0 1 puL da Superscript [l RT (200 U/uL, SuperScript™ Il Reverse
Transcriptase, Life Technologies). As amostras foram incubadas a 25°C por 5

min; 50°C por 50 min e 70°C por 15 min.

Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativo (QPCR)
O cDNA foi utilizado para o PCR quantitativo em tempo real. Os primers
utilizados foram desenhados no Gen Bank (National Institutes of Health,

www.ncbi.nlm.nih.gov, TAB. 5). O normalizador, usado no presente estudo, foi 0
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RNA ribossémico 18S. Em cada poco da placa de 96 pogos foram
acrescentados: 1 ug do cDNA, o forward primer e o reverse primer (300 nM para
o0 gene de interesse e 50nM para o 18S) e 12,5 uL de Sybr Greener qPCR
Universal (Invitrogen, Life Technologies). Os ciclos de temperatura selecionados
estavam de acordo com as instrucfes do fabricante do Sybr Greener (50°C por
2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos a 95°C por 15 seg e 60°C por 60 seg). Os
ensaios foram realizados em um termociclador I5 thermal-Cycler (Bio-rad
Laboratories Hercules). As andlises das amostras foram realizadas em

duplicatas.



TABELA 5: Desenho dos primers

Gene

Referéncia na NCBI:

Sequéncia dos primes

Rattus Drd1

Rattus Drd2

Rattus Dat

Rattus Th

Rattus Bdnf

Rattus Gdnf

NM_012546.3

NM_012547.1

NM_012694.2

NM_012740.3

NM_001270630.1

NM_019139.1

Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse prmer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer

Reverse primer

5 GCATGGCTTGGATTGCTACG 3’

5" CCAGTTGCTGCCTGGACTAA 3

5" CTGGAAGCCTCGAGCAGC 3

5 GTGGATCCATTGGGGCAGTG 3

5 GGTTTGGAGTGCTGATTGCC 3°

5 TGGAGGTGGTGATGATTGCG 3

5 TGTGTCCGAGAGCTTCAATG 3

5 GTCAATGGCCAGTGTGTACG 3’

5 GGACATATCCATGACCAGAAAGAAA 3’

5 GCAACAAACCACAACATTATCGAG 3’

5 ACCAGTGACTCCAATATGCCCGAA 3’

5 CAGTCTTTTGATGGTGGCTTGAATA 37

55

Legenda - Bdnf: fator neurotréfico derivado do cérebro; Dat: transportador de DA; Drd1: receptor dopaminérgico D1; Drd2: receptor dopaminérgico D2; Gdnf:
fator neurotrofico derivado da glia; Th: tirosina hidroxilase.
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2.12 Variaveis

e Variaveis controladas:
- Temperatura no interior da esteira (°C): foi controlada em 24°C £ 1°C com a

utilizacdo de um ar condicionado.

e Variaveis medidas:
- Massa corporal (g): foi registrada a cada dois dias através da utilizacdo de uma

balanca de preciséo de 0,5 g (Filizola, Belo Horizonte, MG, Brasil).

- Tempo de exercicio (min): tempo entre o inicio do exercicio e a fadiga. Foi
utilizado com parametro de desempenho fisico e registrado através da utilizacao

de um crondmetro.

- Consumo de oxigénio (mLO2/kg.min): o valor do consumo de oxigénio (mL/min),
obtido pela calorimetria indireta, foi dividido pela massa corporal (kg) de cada

animal.

e Variaveis calculadas:
- Trabalho (W, kgm): o trabalho foi calculado durante os testes progressivos
atraves da seguinte equacao:

W=V.TE .sen 6. MC

Onde:
W = trabalho (kgm);
V = velocidade (m/min);

TE = tempo de exercicio (min);
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Sen 6 = seno do angulo de inclinagao da esteira (seno 5 = 0,087);

MC (kg) = massa corporal.

- Eficiéncia mecanica: a eficiéncia mecanica foi calculada através da seguinte
equacao:
EM=(W/VO2) x 100

Onde:
EM = eficiéncia mecénica (%);
W= trabalho (kcal);

VO2 = consumo de oxigénio (kcal);

Para o célculo da eficiéncia mecéanica foram feitas as seguintes conversdes de
unidades:
Trabalho de kgm para kcal, considerando que:
W (kcal) =W (kgm) / 426,4
Consumo de oxigénio de L/min para kcal, considerando que:
VOz2 (kcal) = VO2 (L/min) * 5,05

(MCARDLE et al., 2003)

- Variacao percentual do desempenho: a variagéo percentual do TE foi calculada
a partir da equacao descrita abaixo:

Variagao= [% = TEfinal — TEinicial / TEinicial)* 100]
Onde:

TEfinal: TE obtido no TEP final;

TEinicial: TE obtido no TEP no inicio do experimento.
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- Concentracado de neurotransmissores e metabdlitos (pg/pg de proteina): os
valores obtidos em pg/uL, através da técnica de CLAE, foram divididos pela
quantidade de proteina de cada amostra (valores obtidos em pg/uL),

determinada pelo método Bradford (BRADFORD, 1976).

- Indice de adiposidade (IA em %): o IA foi calculado através da equacio descrita
abaixo:

IA (%) = (TAE + TAM + TAR) x 100 / MC

Onde:

TAP: tecido adiposo epididimal,
TAM: tecido adiposo mesentérico;
TAR: tecido adiposo retroperitoneal;

MC: massa corporal.

(LACERDA et al., 2015)

- Expressdo de RNAm: para a obtencdo dos valores de RNAm relativo, foram
utilizados os valores de ciclos de temperatura (CT). O valor de ACT foi
determinado pela subtracdo do valor de CT do gene alvo e o normalizador de
cada amostra (18S). A média de ACT do grupo CM sedentario (utilizado como
calibrador) foi subtraida de cada valor de ACT, obtendo assim AACT. A

expressdo génica foi encontrada pelo calculo 2724CT,

2.13 Analise Estatistica

Inicialmente foram verificadas a normalidade e homocedasticidade dos dados

através dos testes de Shapiro-Wilke e Levene.
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Nas comparagdes iniciais (antes do periodo de 6 semanas) das variaveis MC,
TEmax, TE (1° progressivo), TE (2° progressivo), TE (3° progressivo), trabalho,
VO2, EM e distancia percorrida durante o TF foi usada ANOVA one-way [fonte
de variacéo (FV): capacidade]. Para as comparagdes de TE entre os trés testes
do TEP, em cada grupo experimental, foi utilizada uma ANOVA one-way [FV:
tempo]. Nas comparacdes finais (ap0s o periodo de 6 semanas) das variaveis
MC, massa do musculo gastrocnémio, massa do musculo séleo, IA, TE, trabalho,
VO:2 e EM, variagcdo % do TE, concentragbes de monoaminas e expressdes do
RNAm foi utilizado ANOVA two-way [FV: capacidade e situacao (SED ou TR)].
Nos casos em gue foi observado um valor significativo de F, foi aplicado um teste
post-hoc adequado ao coeficiente de variacdo da variavel e ao delineamento
experimental. Para avaliar a forca de associacao entre TE inicial e ATE foi
utilizada a correlacdo de Pearson e a andlise de regresséo linear. O nivel de
significancia adotado foi de a = 5% (SAMPAIO, 2007). O programa estatistico

utilizado foi o Sigma Plot 11.0.
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3 RESULTADOS

3.1 Selecao e caracterizagdo dos animais com diferencas na capacidade

intrinseca para o exercicio fisico

Para a realizacdo do presente estudo, 192 ratos foram submetidos ao TEP. A
partir dos dados de TEmax obtidos entre os testes progressivos e tendo como
referéncia os resultados presentes no histograma desenvolvido anteriormente
em nosso grupo por Rabelo et al. (2015), os animais foram classificados em
capacidade-baixa (CB, n = 16), capacidade-média (CM, n = 16) e capacidade-
alta (CA, n = 16) para a corrida. Os outros 144 animais que nao foram
selecionados para o experimento foram direcionados para outras pesquisas do
laboratério. No dia do 1° TEP, conforme demonstrado na TAB. 6, ndo foram

observadas diferencas na MC entre os animais CB, CM e CA.

TABELA 6 - Massa corporal no 1° TEP dos animais CB, CM e CA
CB CM CA

MC inicial (g) 288,7+4,2 276,2+4,1 280,2+4,5

Os dados estéo expressos como média + EPM (n = 16 em cada grupo). (P = 0,11). ANOVA one-
way.

No presente estudo, assim como em trabalhos prévios da literatura (PRIMOLA-
GOMES et al., 2010; KOCH e BRITTON, 2001), o maior valor de TE obtido entre
os testes progressivos foi utilizado como referéncia para determinacdo da
capacidade intrinseca de corrida (FIG. 13). Segundo Koch e Britton (2001) a
utilizacdo do maior valor como referéncia visa minimizar a interferéncia de

variaveis ambientais que podem influenciar de forma negativa no desempenho
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fisico. No entanto, conforme demonstrado na FIG. 12, o desempenho em cada
grupo se mostrou consistente, nao variando de forma significativa entre os testes
progressivos. Além disso, em cada teste progressivo, o TE foi maior nos animais
CA quando comparados ao CM e CB e maior nos animais CM em relagédo ao

grupo CB (P < 0,001 para todas as comparacgdes).
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FIGURA 12: Desempenho nos trés TEP entre os grupos CB, CM e CA. CB - PROG. 1: 8,4 + 1,8;
PROG. 2: 6,0+ 1,2; PROG. 3:9,5 + 1,6 min; CM —PROG 1: 39,5; PROG. 2:37,1; PROG. 3: 35,5 min;
CA — PROG 1: 54,3; PROG. 2: 60,2; PROG. 3: 56,4 min (P < 0,001 para todas as comparagoes).
+Diferenca em relac@o ao CB, # Diferenca em relagdo ao CM. Os dados estao expressos como
média + EPM (n = 16 para cada grupo). ANOVA one-way (fonte de varia¢cdo: numero do
progressivo). ANOVA one-way (fonte de variacdo: capacidade intrinseca para o EF).

Como esperado, 0 TEmax € 0 trabalho maximo realizado entre os trés testes
progressivos também diferiram entre os trés grupos experimentais (CB < CM <

CA; P <0,001; FIG. 13).
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FIGURA 13 - TEmax € Trabalhomax entre os grupos CB, CM e CA. (A) TEmax - CB: 11,8 + 1,8;
CM: 44,4+ 1,0; CA: 62,9 £ 1,4 min. (B) Trabalhomax - CB: 3,1 + 0,5; CM: 17,3 £ 0,6; CA: 31,0 £
1,3 kgm (P < 0,001 para todas as comparacoes). + Diferenca em relacédo ao CB, # Diferenca em
relagdo ao CM. Os dados esté@o expressos como média £ EPM (n = 16 para cada grupo). ANOVA
one-way.

No ultimo TEP do protocolo de selecéo, foi efetuado o registro do consumo de
oxigénio. Neste teste, 0 menor TE do grupo CB foi 12 min e do grupo CM foi 33
min (TAB. 7). Devido as diferencas no tempo de corrida entre grupos, o VO2 e a
EM foram comparados no 12° e 33° min. Além disso, a comparacéo também foi
efetuada no final do teste, resultando nos valores de consumo maximo de

oxigénio (VO2zmax) e eficiéncia mecanica (EMradiga) (FIG. 14).
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TABELA 7 — Tempo de exercicio no teste progressivo para a medida do VO; nos
grupos CB, CM e CA

CB CM CA

TE (min) 168+1,4 369+12+ 51,724 +#

+ Diferenca em relacdo ao CB. # Diferenca em relacdo ao CM. Os dados estdo expressos como
média + EPM. P < 0,001. (n = 14 para cada grupo). ANOVA one-way.

Nos minutos 12 e 33, o VO2 ndo diferiu entre 0s grupos experimentais, porém, o
VO2max foi maior no grupo CA quando comparado aos grupos CB e CM e maior
no grupo CM em relacdo ao CB (P < 0,01; FIG. 14C). A EM, nos 12 min., foi
maior nos animais CA e CM quando comparados ao grupo CB (P < 0,05; FIG.
14D). Com 33 min. de exercicio, a EM do grupo CA foi maior do que CM (P <
0,01; FIG. 14E). Ja, os valores de EMradiga diferiram entre todos os grupos

experimentais (CB < CM < CA; P <0,01) (FIG. 14F).
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FIGURA 14 - VO, e EM entre os grupos CB, CM e CA. (A) VO; (12 min.) - CB: 51,2 + 1,6; CM: 48,4 £ 0,8; CA: 47,0 £ 1,1 mLO2/kg.min. (B) VO3 (33 min.) -
CM: 58,3 £ 1,3; CA: 56,4 + 1,6 mLO2/kg.min. (C) VOzmax - CB: 51,0 £ 1,9; CM: 59,3 £ 1,5; CA: 65,8 + 2,3 mLO2/kg.min. (D) EM (12 min.) - CB: 9,8 £ 0,2; CM:
10,5+ 0,2; CA: 11,0 £ 0,2%. (E) EM (33 min.) - CM: 12,9 + 0,2; CA: 14,3 + 0,4%. (F) EMragiga - CB: 11,0 £ 0,5; CM: 14,0 £ 0,3; CA: 16,7 £ 0,7 % (P < 0,01 para
as comparacodes de VOzmax; EM — 33 min e EMfinal. P < 0,05 para as compara¢des em EM — 12 min). # Diferenca em relacdo ao CB; + Diferenca em relacdo ao
CM. (n = 14 em cada grupo). Os dados estdo expressos como média + EPM. ANOVA one-way.
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Apés a classificagcao dos animais em relacdo a capacidade intrinseca para o EF,
eles foram aleatoriamente subdivididos nas seguintes situa¢cdes experimentais:

sedentarios ou submetidos ao TF aerdbico por seis semanas.

3.2 Efeito do treinamento fisico aer6bico nos animais com diferencas

na capacidade intrinseca para o exercicio fisico

Os préximos graficos e tabelas demonstram os dados de composi¢éo corporal,
desempenho, neurotransmissores e expressdes de RNAm (Drd1, Drd2, Dat, Th,
Gdnf e Bdnf) nos grupos SED e TR com diferencas na capacidade intrinseca
para o EF. Conforme os dados presentes na FIG. 15, as distancias percorridas
durante as seis semanas (distancia total de treino), com base nos parametros da
carga de treinamento utilizados, diferiram entre os grupos experimentais (CA-TR

> CM-TR > CB-TR; P < 0,001).
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FIGURA 15 - Distancia total de treino dos grupos CB, CM e CA. CB-TR: 1715,0 + 51,0; CM-
TR: 44225 + 87,5; CA-TR: 12066,0 + 176 m. + Diferenca em relagdo ao CB. # Diferenca em
relacdo ao CM. (n = 8 em cada grupo). Os dados estdo expressos como média + EPM. ANOVA
one-way.
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Em relacéo aos dados de composigéo corporal, conforme demonstrado na TAB.
8, no final das seis semanas de experimento, a MC foi menor nos animais CB-
TR em comparacao ao grupo CB-SED (P < 0,05). Além disso, no grupo SED, o
indice de adiposidade (IA) foi maior nos animais CB quando comparados ao CM
e CA (P < 0,05). Com o TF, o IA foi menor nos animais CB-TR e CM-TR em
relacdo aos seus respectivos controles, CB-SED e CM-SED (P < 0,05). Assim,
apos o TF ndo foram mais observadas diferencas no IA entre 0s grupos
experimentais. A massa do musculo séleo relativizada pela massa corporal foi

maior nos animais CB-TR em relacdo ao CB-SED (P < 0,05)
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TABELA 8 - Dados de composicédo corporal nos animais CB, CM e CA sedentarios e treinados

CB CM CA
SED TR SED TR SED TR
MC (g) 4235+10,7 380,5+16,0* 406,6+9,3 3735 +10,5 4055 +151 380,1 +9,8
indice de adiposidade (%) 9,8+1,0 55+0,8* 6,7+07+ 4,7+04* 52+0,2+ 43+0,4

Massa do musculo séleo
o 0,9+0,04 1,1+0,05* 0,9+£0,03 0,9+£0,03 0,9+0,03 1,0 £ 0,02
relativizada pela MC (mg/qg)

Massa do musculo gastrocnémio
o 12,2+0,2 13,0+ 0,5 12,1+0,2 12,6 +0,1 12,3+0,3 12,5+ 0,03
relativizada pela MC (mg/qg)

+ Diferenca em relacdo ao grupo CB. # Diferenca em relacdo ao grupo CM. * Diferenca entre SED e TR. (n = 8 em cada grupo). Os dados estdo expressos
como média £+ EPM. ANOVA two-way.
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Apéds as 6 semanas, no TEP, o TEfina N0S animais SED foi maior no grupo CA
em relacdo ao CB e CM (P < 0,001). Essa mesma resposta foi observada nos
animais TR (CA-TR > CM-TR e CB-TR; P < 0,001). Com o treinamento, 0 TEfinal
foi maior em todos os grupos experimentais quando comparados aos seus
respectivos controles SED (P < 0,001; FIG. 16A). Considerando a diferenca
observada na MC entre os grupos experimentais (CB-TR < CB-SED), o trabalho
também foi calculado com base no resultado do TEP (FIG. 16B). As diferencas
encontradas entre os grupos (CB, CM e CA) e situagles (SED e TR) foram as
mesmas observadas no TE final (CA-SED > CB-SED e CM-SED; CA-TR > CB-
TR e CM-TR; CB-TR > CB-SED; CM-TR > CM-SED e CA-TR > CA-SED; P <

0,001).
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FIGURA 16 — TEiina € Trabalhosina entre os grupos CB. CM e CA sedentarios e treinados.
(A) TEfina: CB-SED: 3,5+ 0,5; CB-TR: 52,0 + 1,2; CM-SED: 10,2 + 2,8; CM-TR: 57,1 + 2,2; CA-
SED: 27,2 £+ 4,4; CA-TR: 79,8 £ 2,5 min. . (B) Trabalhosina: CB-SED: 1,3 + 0,2; CB-TR: 31,5 +
2,2; CM-SED: 4,3 £ 1,3; CM-TR: 35,1 + 1,9; CA-SED: 16,4 + 3,3; CA-TR: 61,7 + 5,0 kgm. +
Diferenga em relacdo ao CB. # Diferenca em relacdo ao CM. * Diferenca em relacdo ao
sedentario (n = 8 em cada grupo). Os dados estao expressos como média + EPM. ANOVA two-
way.

Considerando as diferencgas iniciais encontradas entre os grupos em relagao ao
desempenho fisico e com o intuito de analisar a treinabilidade dos animais, o
calculo da variacao percentual do TE foi efetuado com base nos resultados do

altimo TEP, apds as seis semanas de treinamento fisico aerobico. A variagdo do
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TE foi maior nos animais CB-TR quando comparado aos demais grupos
experimentais treinados (CB-TR > CM-TR e CA-TR; P < 0,001; FIG. 17). Além
disso, a diferencas de TE entre o CB-TR e seu grupo controle (CB-SED) foi maior
do que a observada nos grupos CM e CA quando comparados aos seus

respectivos grupos SED (P < 0,001, FIG. 17).
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FIGURA 17 - Variagcdo percentual do TE entre os grupos CB, CM e CA sedentarios e
treinados. CB-SED: 60,5 + 9,4; CB-TR: 638,2 + 136,6; CM-SED: 78,0 £ 5,2; CM-TR: 31,1 +5,7;
CA-SED: 50,6 + 8,9; CA-TR: 30,5 £ 5,2 % (P < 0,001). + Diferenca em relacdo ao CB. (n =8 em
cada grupo). * Diferencas entre SED e TR. Os dados estdo expressos como média + EPM.
ANOVA two-way.

Além das diferencas na treinabilidade, observamos que para 0s animais
treinados o desempenho inicial se correlacionou de forma negativa com o delta

TE no decorrer das seis semanas (r> = 0,6; P < 0,001; FIG. 18).
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FIGURA 18 - Correlacgéo entre o TEsina € 0 delta TE entre os animais CB. CM e CA treinados

(n =8 em cada grupo).

Na ultima semana de experimento, todos os animais foram submetidos ao TEP

para andlise do VO: e caculo da EM. No teste, o primeiro animal a parar do grupo

CB-SED parou com 9 min. Ja no grupo CM-SED, o animal com menor

desempenho correu por 15 min. Com isso, os dados de VO2 e EM foram

comparados nos tempos 9 min (CB, CM e CA, FIG. 19A e D), 15 min (CM e CA,

FIG. 19B e E) e na fadiga (FIG. 19C e F). O VOzmax foi maior nos animais CB-TR

em relacéo ao CB-SED (P < 0,05) e foi maior no CA-TR em relagédo ao CM-TR e

CB-TR (P < 0,05). J& a EMradiga foi maior em todos 0s grupos treinados quando

comparados aos seus respectivos controles, sedentarios. Nos grupos SED, a

EMuradiga fOi maior nos animais CA em relacdo ao CB (P < 0,05).
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FIGURA 19 - VO, e EM entre os grupos CB, CM e CA sedentarios e treinados. (A) VO2-9 min: CB-SED: 41,2 + 2,2; CB-TR: 42,9 + 2,; CM-SED: 44,4
+0,4; CM-TR: 47,5 £ 3,3; CA-SED: 43,1 + 2,3; CA-TR: 45,1 + 0,6 mLO2/kg.min. (B) VO2-15 min: CM-SED: 48,5 £+ 1,4; CM-TR: 49,1 + 4,2; CA-SED: 45,3
+1,9; CA-TR: 45,0 £ 0,5 mLO2/kg.min. (C) VO2maxCB-SED: 44,4 + 2,8; CB-TR: 55,9 + 2,5; CM-SED: 53,2 + 4,0; CM-TR: 55,7 + 0,2; CA-SED: 55,4 + 3,3;
CA-TR: 62,4 + 2,1 mLOz/kg.min. (D) EM-9 min: CB-SED: 11,3 £ 0,8; CB-TR: 12,1 + 0,7; CM-SED: 11,5 £ 0,1; CM-TR: 11,6 + 0,1; CA-SED: 12,0 + 0,6;
CA-TR: 11,4 £ 0,1%. (E) EM-15 min: CM-SED: 12,0 + 0,5; CM-TR: 13,4 £ 0,2; CA-SED: 13,2 + 0,6; CA-TR: 13,2 + 0,2%. (F) EMsina: CB-SED: 11,1 *
0,6; CB-TR: 16,4 + 0,4; CM-SED: 13,8 + 1,6; CM-TR: 17,9 £ 0,6; CA-SED: 15,0 + 1,0; CA-TR: 19,4 + 1,0% (P < 0,05 para todas as comparacées).
+Diferenca em relagdo ao CB. #Diferenga em relagao ao CM. *Diferenca em relagéo ao grupo sedentdrio. (n = 7 para cada grupo experimental). Dados
estao expressos como média + EPM. ANOVA two-way.
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Os resultados presentes na FIG. 20 representam as diferencas intrinsecas e
decorrentes do TF aerdbico por seis semanas nas concentracdes dos
neurotransmissores DA e 5-HT e seus respectivos metabdlitos (DOPAC e 5-
HIAA) no CPu. A razdo entre o metabdlito e seu neurotransmissor também foi
calculada e utilizada como um parametro de turnover dos sistemas
monoaminérgicos. Conforme demonstrado abaixo, nos animais SED, a
concentracdo de DA foi menor no grupo CA em relacdo ao CB e CM (P < 0,05).
Além disso, o TF diminuiu a concentracao de DA nos animais CB e CM (P < 0,05;
FIG. 20A). A concentragao de DOPAC foi maior nos animais CA-SED em relagéo
ao CM-SED e CB-SED (P < 0,05; FIG. 20B). No entanto, com o treinamento,
ocorreu diminuicdo na concentracado de DOPAC no grupo CA (CA-TR < CA-SED;
P < 0,001). A razdo DOPAC/DA foi maior nos animais CA-SED quando
comparados ao CM-SED e CB-SED (P < 0,001). Em resposta ao treinamento,
houve aumento da razdo DOPAC/DA no grupo CB (P < 0,05) e diminuicdo no
grupo CA (P < 0,05; FIG. 20C). Ja em relacdo as variaveis do sistema
serotonérgico, a concentracao do metabdlito 5-HIAA foi maior nos animais CM-

SED em relacdo ao CB-SED e CA-SED (P < 0,05; FIG. 20E).
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FIGURA 20 - Variaveis dopaminérgicas e serotonérgicas, no CPu, entre os grupos CB, CM e CA sedentérios e treinados. (A) DA: CB-SED: 31,6
+4,0; CB-TR: 12,5 + 2,9; CM-SED: 36,4 + 7,1; CM-TR: 19,1 + 4,8; CA-SED: 10,2 + 3,1; CA-TR: 22,7 + 3,7 pg/ug de proteina. (B) DOPAC: CB-SED:
24,2 +0,9; CB-TR: 20,6 + 1,8; CM-SED: 22,5 + 1,5; CM-TR: 24,4 + 2,9; CA-SED: 29,5 + 1,7; CA-TR: 23,8 *+ 1,3 pg/ug de proteina. (C) DOPAC/DA: CB
SED: 0,7+0,1; CB-TR: 3,4 £ 1,3; CM-SED: 0,8 + 0,1; CM-TR: 2,1 £ 0,8; CA-SED: 5,6 + 1,4; CA-TR: 1,0 £ 0,1. (D) 5-HT: CB-SED: 1,0 + 0,2; CB-TR: 0,6
+0,1; CM-SED: 1,7 £ 0,3; CM-TR: 1,1 + 0,2; CA-SED: 0,9 £ 0,2; CA-TR: 1,0 £ 0,1 pg/ug de proteina. (E) 5-HIAA: CB-SED: 2,7 + 0,2; CB-TR: 2,2 £ 0,2;
CM-SED: 3,5+0,1; CM-TR: 3,1 £ 0,4; CA-SED: 2,3 £ 0,3; CA-TR: 2,9 £ 0,3 pg/ug de proteina. (F) 5-HIAA/5-HT: CB-SED: 3,8 + 0,8; CB-TR: 4,5 £ 0,7;
CM-SED: 2,6 + 0,5; CM-TR: 3,6 £ 0,7; CA-SED: 3,3 £ 0,6; CA-TR: 3,2 + 0,4. + Diferenca em relacdo ao CB. # Diferenca em relacdo ao CM. Os dados
estdo expressos como média + EPM (n = 7 para os dados dopaminérgicos e n = 8 para os dados serétonérgicos). ANOVA two-way.
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Na FIG. 21 estdo demonstradas as expressoes de RNAm dos receptores
dopaminérgicos (Drd1 e Drd2, FIG. 21A), enzima tirosina hidroxilase (Th, FIG.
21B) e transportador de DA (Dat, FIG. 21C) no CPu. Nao foram observadas
diferencas na expressdo do RNAm do receptor Drd1 e da Th. J4, os valores de
RNAmM do receptor Drd2, nos animais que permaneceram SED, foram maiores
no grupo CB em compara¢ao com os grupos CM e CA (P < 0,05). Entretanto, a
expressao deste gene foi diminuida com o TF nos animais CB (P < 0,001; FIG.
21B). As diferencas na expressdo do RNAmM de Drd2, observadas entre os
grupos SED em relagdo a capacidade intrinseca para o EF ndo foram mais
evidenciadas apos seis semanas de TF aerbébico. Em resposta ao TF, a
expressdo de Dat também diminui no grupo CB (CB-TR > CB-SED; P < 0,01;

FIG. 21D).
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FIGURA 21 —RNAm de varidveis dopaminérgicas, no CPu, dos grupos CB. CM e CA
sedentarios e treinados. (A) RNAm de Drd1: CB-SED: 1,6 + 0,09; CB-TR: 1,3 + 0,2; CM-SED:
1,0 £ 0,09; CM-TR: 1,1 + 0,1; CA-SED: 1,4 + 0,1; CA-TR: 1,3+ 0,1. (B) RNAmM de Drd2: CB-
SED: 2,0+ 0,3; CB-TR: 1,1 £ 0,1; CM-SED: 1,0 £ 0,1; CM-TR: 1,1 + 0,06; CA-SED: 1,5 + 0,2;
CA-TR: 1,1 + 0,1. (C) RNAm da Th: CB SED: 0,7 £0,1; CB-TR: 1,2 + 0,4; CM-SED: 1,0 + 0,2;
CM-TR: 0,9 + 0,1; CA-SED: 0,6 + 0,08; CA-TR: 0,6 + 0,08. (D) RNAm de Dat: CB-SED: 1,9 +
0,4, CB-TR: 0,7 +0,1; CM-SED: 1,3+ 0,3; CM-TR: 0,9 +0,1; CA-SED: 1,0+ 0,2; CA-TR: 1,2 +
0,3. + Diferenca em relacdo ao CB. # Diferenca em relacdo ao CM. * Diferenca em relagdo ao
SED. Os dados estdo expressos como média + EPM (n = 7 para os grupos CB-SED, CB-TR,
CM-TR e CA-TR e n = 6 para 0s grupos CM-SED e CA-SED). ANOVA two-way.
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No CPu também foram realizadas as analises do RNAm dos fatores
neurotroficos Gdnf e Bdnf. O TF aerodbico induziu um aumento do RNAm de
Gdnf no grupo CB (P < 0,05; FIG. 22A) e uma diminuicdo do RNAmM de BDNF no

grupo CA (P < 0,05; FIG 22B).
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FIGURA 22 - RNAm dos fatores neurotréficos, no CPu, dos grupos CB. CM e CA
sedentéarios e treinados. (A) RNAm de Gdnf: CB-SED: 0,6 + 0,08; CB-TR: 1,5 + 0,3; CM-SED:
0,9 £ 0,08; CM-TR: 0,9 £ 0,1; CA-SED: 0,7 + 0,08; CA-TR: 1,0 £ 0,1. (B) RNAm de Bdnf: CB-
SED:1,8+1,2; CB-TR: 2,3+0,7; CM-SED: 1,5+ 0,8; CM-TR: 3,8 + 1,2; CA-SED: 3,0 + 0,7; CA-
TR: 0,8 + 0,2. * Diferenca entre as situacdes: TR e SED. + Diferenca em relacdo ao CB. #
Diferenca em relacdo ao CM. * Diferenca em relagdo ao SED. Os dados estéo expressos como
meédia = EPM (n = 7 para os grupos CB-SED, CB-TR, CM-TR e CA-TR e n = 6 para 0S grupos
CM-SED e CA-SED).



78

4 DISCUSSAO

Em conjunto, os principais resultados deste estudo indicam que a capacidade
intrinseca para o EF modula a treinabilidade e a neuroplasticidade induzidas por
seis semanas de treinamento fisico aerébico. Com relagdo as diferengas na
capacidade intrinseca para o EF, encontramos, como esperado, diferencas
inatas no desempenho. Ao compararmos os trés grupos experimentais (CB, CM
e CA), considerando o TE dos animais CM como referéncia (100%), observamos
gue o desempenho no teste de esforco progressivo dos grupos CB e CA foram,
respectivamente, 27% e 141%. De fato, trabalhos prévios tém demonstrado
existir essa variabilidade inata no desempenho de animais (ratos e
camundongos) inter-linhagem (MASSET e BERK, 2005; LERMAN et al., 2002),
intra-linhagem (PRIMOLA-GOMES et al., 2010; RABELO et al., 2015) ou
provenientes de cruzamentos genéticos (KOCH e BRITTON, 2001; MEEK et al.,
2009). Tais achados evidenciam a contribuicdo do componente genético na
capacidade de realizar o EF, o que pode influenciar de 20% a 92% no
desempenho fisico (LIGHTFOOT, 2011; BOUCHARD et al.,, 1986). Essa
variabilidade intrinseca tem sido associada com diversas alteracdes genéticas
em sistemas fisiologicos, sendo encontrado, por exemplo, nos animais com
baixa predisposicdo para o EF, maior ganho de massa corporal (KOCH e
BRITTON, 2001) e adiposidade (KOCH et al., 2012), resisténcia a insulina
(KOCH et al., 2012), esteatose hepatica (THYFAULT et al., 2009) e disfuncéo
endotelial (WISLOFF et al., 2005). J4 nos animais com alta predisposicao para
o EF, ja foi constatado maior longevidade (KARVINEN et al., 2015), maior VO2zmax

(BRITTON e KOCH, 2005), maior expressdo de proteinas relacionadas a
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biogénese mitocondrial (BRITTON e KOCH, 2005), maior capacidade oxidativa

(WISLOFF et al., 2005), dentre outras.

Além das diferencas inatas no desempenho, encontramos que 0 VOzmax € a
eficiéncia mecanica (EM) diferiram entre os trés grupos experimentais (CB < CM
< CA). Em relacdo ao consumo de oxigénio, nossos resultados reforcam os
dados observados na 152 geracéo dos animais HCR e LCR em que foi verificado
diferencgas intrinsecas no VO2zmax entre essas castas de animais [LCR: 46 e HCR:
69 mLO2/kg.min (GONZALEZ et al., 2006)]. Nos animais HCR e LCR, tais
diferencas foram decorrentes, principalmente, de alteracdes na extracao de O2.
Nos animais HCR foi encontrado maior densidade capilar nos musculos, o que
resultou em aumento na capacidade de captacdo de O2 tecidual (GONZALEZ et
al., 2006; HUSSAIN et al.,, 2001). No entanto, nossos achados nao nos
permitiram inferir quais as respostas fisioldgicas poderiam ser responsaveis por
gerar diferencas no VO2max entre 0s grupos experimentais. Assim, considerando
que o VO2zmax € limitado pela capacidade do sistema cardiorrespiratério e pela
difusé@o de oxigénio tecidual (LEVINE, 2008), serdo necessarios futuros estudos
para investigar quais desses fatores séo distintos entre os animais CB, CM e CA.
Em relacdo aos valores absolutos de VO2max em cada grupo, nossos dados sé&o
coerentes com os resultados encontrados em ratos Okomato-Aoki e Wistar-
Kyoto e nas castas HCR e LCR submetidos a um protocolo progressivo
(BEDFORD et al., 1979; BROOKS e WHITE, 1978; GONZALEZ et al., 2006).
No entanto, em outras linhagens de ratos, como Sprague-Dawley, valores de até
90 mLO2/kg.min j& foram observados (BEDFORD et al., 1979; SHEPHERD e

GOLLNICK, 1976).
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Somando-se as diferencas encontradas no VO2zmax, 0S animais diferiram na EM
durante o teste progressivo. No inicio do EF (12 min), quando os trés grupos
estavam correndo, a EM foi inferior nos animais CB. Ja aos 33 min, a EM foi
maior no grupo CA em relagdo ao CM. Na fadiga, a EM diferiu entre os trés
grupos experimentais. Considerando a variabilidade intrinseca no desempenho
fisico entre os grupos, era plausivel que os animais apresentassem divergéncias
na eficiéncia de corrida. Em estudo prévio observamos que os animais CA
apresentam, no basal, maior atividade dopaminérgica no CPu (&rea relacionada
com o controle motor) (RABELO et al., 2015). Este pode ser um dos fatores
responsaveis por gerar no grupo CA, um melhor controle do movimento, e
consequentemente, melhor EM. De fato, Balthazar e colaboradores (2010)
encontraram que a administracao i.c.v. de DA atenua a queda da EM observada

durante um teste progressivo (atenuacéo de 40% em relacdo ao grupo controle).

No presente estudo, também foi observado que, no decorrer do teste
progressivo, a EM aumentou até o momento da fadiga. Isso pode ter sido
decorrente do protocolo utilizado para a determinacdo do desempenho maximo
que apresentava uma velocidade inicial baixa (10 m/min) com aumentos
pequenos na velocidade (1 m/min) a cada 3 min. Assim, é possivel que as
velocidades iniciais adotadas no protocolo tenham sido biomecanicamente
desfavoraveis para o desempenho do animal. Em pesquisa prévia ja foi
constatado que ratos submetidos a um protocolo maximo em esteira pode
alcancar velocidade de até 60 m/min (SHEPHERD e GOLLNICK, 1976). Em
relacédo ao padrdo de marcha dos ratos durante os testes progressivos realizados

nesta pesquisa, notamos que nos primeiros estagios do protocolo o animal
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caminhou e deslizou pela esteira. Apenas nos estagios subsequentes que ele
comecgou a trotar e a correr. Farley e colaboradores (1993) discutem que
diferentes mamiferos, inclusive ratos, ao correrem em velocidades mais
elevadas, diminuem o tempo de contato com o solo o que diminui o tempo de
transicéo entre a fase excéntrica e concéntrica de acdo dos muasculos envolvidos.
Isso favorece a utilizagédo do ciclo de alongamento-encurtamento (CAE) devido
a energia elastica armazenada nos tendfes, 0 que consequentemente pode

interferir na EM (FARLEY et al., 1993).

Além das diferengas inatas no desempenho fisico dos animais estudados,
verificamos que a capacidade intrinseca também modulou a resposta destes
animais ao treinamento fisico aerdbico (treinabilidade). No grupo CB, seis
semanas de EF aerobico de intensidade moderada foi suficiente para elevar em
600% o desempenho fisico dos animais. J& nos grupos CM e CA, observamos
um aumento relativo no TE de aproximadamente 31% e 51%, respectivamente.
Além disso, encontramos uma correlacdo inversa e moderada entre o
desempenho fisico inicial e o delta de desempenho em todos 0s grupos
experimentais, o que € condizente com o principio do valor inicial. Este
estabelece que organismos com menores valores iniciais de desempenho fisico
sao 0s que apresentam maior capacidade de melhora com o TF (KOCH et al.,
2005; KOHRT et al., 1991). Essa relacdo entre desempenho fisico inicial e
treinabilidade tem sido investigada em outros trabalhos experimentais (HOYDAL
et al., 2007; KOCH et al., 2005; MASSET et al., 2005). No entanto, na maioria
dos estudos sdo observados resultados opostos ao que é estabelecido pelo

principio. Por exemplo, no estudo de Koch e colaboradores (2005), duas
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linhagens de ratos com diferencas intrinsecas no desempenho [linhagem Dark
Agouti (DA): alto-desempenho, linhagem Copenhagen (COP): baixo-
desempenho] foram submetidas a dois protocolos de TF (80% do desempenho
fisico por oito semanas, cinco vezes por semana ou treinamento inicial de 10
m/min, 20 min com aumentos diarios de 0,5 min na duracdo e 1 m/min na
velocidade de treino). Em ambas as situagdes o grupo Darki Agouti apresentou
maior treinabilidade quando comparado aos animais Copenhagen. Resposta
semelhante foi observada no trabalho de Masset e Berk (2005) ao submeter trés
linhagens de camundongos com diferencas iniciais no desempenho
(desempenho das linhagens: FVB > Balb/c > BL6) ao treinamento fisico por
quatro semanas. O grupo que apresentou maior treinabilidade foi FVB, que
manifestava maiores valores de TE iniciais. No estudo de Hoydal e
colaboradores (2007), camundongos com alto desempenho na roda (HR) e
camundongos do grupo controle (C) realizaram dois protocolos de treinamento
fisico (intervalado de alta intensidade e moderado de intensidade constante).
Como resultados, os autores encontraram maiores ganhos de VO2max NOS
animais HR (HOYDAL et al., 2007). Nossos achados contradizem os dados de
Hoydal e colaboradores (2007), Koch e colaboradores (2005) e Masset e Berk
(2005). Tais diferencas podem ser justificadas pelas manipulacbes nos
componentes da carga de treinamento que foram distintas entre todos os
experimentos. No presente trabalho, tanto a durag&o quanto a intensidade foram
relativizadas pelo desempenho inicial de cada grupo, o que pode ter resultado
em um protocolo de treinamento fisico mais adequado para a capacidade de
cada grupo experimental. Neste caso, acreditamos que o TF possa ter

compensado a predisposicdo genética para o baixo desempenho fisico,
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desencadeando as adaptacdes centrais e periféricas observadas nos animais de

baixa capacidade intrinseca para o exercicio.

Os animais com baixo desempenho foram os que tiveram menor duragao da
sessao de treino (20 para 29 min; no decorrer das 6 semanas) e velocidades
absolutas de treino (12 a 32 sem: 10 m/min; 32 a 62 sem: 14 m/min) quando
comparados aos demais grupos experimentais (TE de treino - CM: 44 para 64
min; CA: 87 para 129 min, no decorrer das 6 semanas; velocidade de treino do
CM - 12 a 32 sem: 13 m/min; 32 a 62 sem: 15 m/min; velocidade de treino do CA
- 12a 32 sem: 18 m/min; 32 a 62 sem: 20 m/min). No entanto, esse grupo CB foi
0 Unico a apresentar valores mais elevados de VOzmax quando comparado ao
respectivo grupo controle SED. Estudos tém demonstrado diferencas no VO2max
em grupos de animais treinados quando comparados ao seu controle (SED),
porém com protocolos de treino mais intensos [(duracdo: 60 min; velocidades:
de 15 a 27 m/min) BEDFORD et al., 1979; (durac&o: 8 min; 85 — 90% do VOz2max,
com pausa ativa de 2 min a 60% do VO2max) HOYDAL et al., 2007]. Diante disso,
como o grupo CB mostrou um aumento de 600% no desempenho, além de maior
VO:2max, quando comparado ao grupo SED, ao ser submetido a um treinamento
de intensidade moderada (40% do TEmax € 60% da Vmax), especulamos que o
grupo CB seja mais sensivel aos efeitos do treinamento, o que pode ter relacao
com o seu baixo desempenho inicial. Apds o TF, 0 VO2max permaneceu elevado
no grupo CA quando comparado aos demais, no entanto, a EM nao diferiu entre
os animais. Ndo podemos excluir que fatores como aprendizagem do gesto

motor, envelhecimento e alteracdes na massa corporal possam ter interferido na
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capacidade de corrida de cada grupo, anulando assim as diferencas entre as

capacidades intrinsecas.

Em relacéo aos parametros de massa e composi¢ao corporal, nos animais SED,
nao foram observadas diferencas na MC. No entanto, o IA foi maior nos animais
CB em relacdo aos demais grupos. Estudos tém demonstrado que animais com
baixa predisposicdo para o EF apresentam maior percentual de gordura
(STEPHENSON et al., 2013; LESSARD et al., 2011), o que associado com
outras alteracdes (diminuicdo da capacidade oxidativa, aumento de acidos
graxos néo-esterificados, diminuicdo da resposta endotelial e aumento da massa
corporal total) predispde a doencgas metabdlicas, tais como: resisténcia a insulina
e dislipidemia (STHEPHENSON et al., 2013; GONZALEZ et al., 2006; WISLOFF
et al., 2005). No entanto, em resposta ao TF, o grupo CB foi o Unico a apresentar
diminuicdo da MC e IA, além de aumento da massa magra (musculo séleo)
quando comparado ao seu controle SED. Esses achados demostram que
animais com baixo desempenho inicial para o EF apresentam adaptacdes
benéficas na composi¢do corporal com o treinamento aerdbico. Considerando
que o grupo CB foi o que teve menor gasto calérico com o TF, quando
comparado aos grupos CM e CA, é possivel que alteracbes na ingestdo
alimentar no decorrer das seis semanas possam ter contribuido para as
alteracdes na composicao corporal apresentadas pelos ratos CB. No grupo CM
ocorreu apenas diminuicdo do IA com o treinamento fisico. No entanto, nos
animais que tiveram maior gasto calérico com o treinamento (CA) nao foram
observadas mudancas na composicéo corporal. Neste grupo, hipotetizamos que

o TF aerdbico tenha modulado a ingestdo alimentar e/ou digestibilidade
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alimentar. De fato, Swallow e colaboradores (2010) observaram que animais
HCR com acesso a roda aumentam a ingestao e a digestibilidade do alimento.
De acordo com os autores, essas sao respostas encontradas em situagoes de
alto gasto energético, tais como: lactacao, exposicdo a altitudes elevadas ou

realizagéo de EF intenso.

Os animais com diferenc¢as na capacidade intrinseca para o exercicio fisico, além
de apresentarem alteracdes periféricas, também exibiram diferencas centrais
(SNC). Em trabalho anterior do nosso grupo, mostramos a participacdo do
sistema dopaminérgico no desempenho fisico de animais com diferencas
intrinsecas para o EF [maior atividade dopaminérgica basal no CPu (RABELO et
al., 2015)]. Corroborando estes achados prévios, no presente estudo os animais
CA apresentaram menor concentracdo de DA e maior concentracdo do
metabdlito DOPAC no CPu, o que resultou em maior razdo DOPAC/DA
(indicativo de atividade dopaminérgica). Considerando que a DA no CPu esta
associada com o controle motor e motivagao para a corrida (FOLEY e FLESHNER,
2008; KNAB e LIGHTFOOT, 2010), é possivel que no grupo CA a maior atividade
dopaminérgica basal seja um dos fatores que tenha contribuido para o alto
desempenho nesses animais. De fato, trabalhos anteriores, realizados com ratos
e humanos, tém demonstrado que agonistas dopaminérgicos aumentam o
desempenho fisico (BALTHAZAR et al., 2009; WATSON et al., 2005; BAILEY et
al., 2003). Resultado semelhante foi encontrado por Mathes e colaboradores
(2010) que observaram aumento basal da atividade dopaminérgica em

camundongos selecionados para manifestarem altos niveis de atividade na roda.
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Além das divergéncias na atividade dopaminérgica entre grupos, na presente
pesquisa também foi constatado que animais CB apresentam, intrinsicamente,
maior expressao de RNAm de Drd2. Estudo prévio demonstrou que o aumento
do receptor D2 no CPu causa altera¢des no sistema dopaminérgico, sendo um
dos fatores relacionados ao desenvolvimento do Transtorno do Déficit de
Atencdo com Hiperatividade (TDAH) (CHO et al., 2014). Isso foi observado em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR), usados também como modelo de
TDAH. Esses animais possuem aumento do receptor D2 no CPu e SNpc, o que
esta associado com diminuicdo da atividade neural no cértex pré-frontal (CHO et
al., 2014). No entanto, apesar das evidéncias nos animais SHR, nossos dados
sdo os primeiros a demonstrar aumento da expressdao do RNAm de Drd2 em
animais ndo manipulados geneticamente e sua relacdo com o baixo
desempenho fisico. Baseado nesses achados, torna-se interessante o
desenvolvimento de estudos posteriores para investigar se ratos CB apresentam
outras alteracBes neurais presentes no modelo de TDAH, além de respostas

comportamentais caracteristicas do quadro.

Somando-se as alteracbes observadas no sistema dopaminérgico entre 0s
animais, também foi encontrado que animais CM-SED apresentam maior
concentracdo de 5HIAA, no CPu, quando comparados aos demais grupos
experimentais. Esse resultado aponta para possiveis diferencas na
neurotransmissao serotonérgica nos animais CM. No entanto, considerando a
complexidade desse sistema monoaminérgico (BERGER et al., 2009), futuras
investigacdes serdo necessarias para complementacdo e discussdo desse

achado.
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Uma de nossas hipoteses no presente estudo era que a capacidade intrinseca
para o EF iria influenciar as adaptacdes centrais induzidas pelo treinamento
fisico aerdbico. De fato, observamos que 0s animais com baixa capacidade para
o EF (grupo CB), além de apresentarem maior responsividade ao TF em relacéo
as variaveis de desempenho, manifestaram maiores adaptacdes centrais. Assim,
em resposta ao TF, a plasticidade neural foi observada principalmente no grupo
CB (aumento da expressdao do RNAmM de Gdnf, diminuicdo da expressédo do
RNAmM de Dat, diminuicdo da expressdo do RNAm de Drd2 e aumento da razao

DOPAC/DA no CPu).

O GDNF é considerado o principal fator neurotréfico relacionado com a
sobrevivéncia, a regeneracdo e a fungdo do sistema dopaminérgico (SARIOLA
e SAARMA, 2003). Inclusive, varias pesquisas tém sido desenvolvidas visando
a utilizacdo do GDNF no tratamento da doenca de Parkinson (STAUDT et al.,
2015; PATEL et al., 2013; LANG et al., 2006; SLEVIN et al., 2005; PATEL et al.,
2005; GILL et al., 2003). Comprovando a importancia do GDNF na plasticidade
dopaminérgica, Sun e colaboradores (2005) demonstraram que, em animais
lesionados com 6-OHDA, o aumento de GDNF nas vias dopaminérgicas € mais
efetivo para promover neuroregeneracédo e melhora motora quando comparado
ao BDNF. Em pesquisas realizadas com ratos e camundongos, ja foi constatado
que o EF realizado apds danos cerebrais (infarto cerebral ou lesbes em vias
dopaminérgicas) desencadeia aumento de GDNF (OHWATASHI et al., 2013;
LAU et al., 2011; TAJIRI et al., 2010). No entanto, os resultados acerca da
relacdo entre GDNF e EF ainda sdo escassos na literatura, principalmente em

tecidos cerebrais intactos. No presente estudo, observamos que EF aerobico
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realizado por seis semanas, a 60% da Vmax € 40% do TEmax, aumenta a
expressdo do RNAm de Gdnf, no CPu, de animais CB. Diante disso,
especulamos que as adaptacdes dopaminérgicas encontradas nos animais CB
sejam consequéncia do aumento da expressao desse fator trofico, uma vez que

alteracdes ndo foram observadas na expressdo do RNAm de Bdnf.

No grupo CB-TR, a diminuicdo do RNAm de Dat pode ter possibilitado o aumento
da atividade dopaminérgica devido a diminui¢cdo da recapitacdo de DA para o
neurdnio pré-sinaptico. O DAT tem um papel chave na neurotransmissao
dopaminérgica, o que fica evidente quando analisado o efeito desencadeado por
drogas de abuso como cocaina e anfetamina que se liga ao DAT, diminuindo
assim a recapitacédo de DA (ESPANA e JONES, 2014; CRAGG e RICE, 2004).
Em acordo com nossa hipétese, Petzinger e colaboradores (2010) observaram
que o EF por quatro semanas diminuiu a expressdo do RNAm de Dat e da
proteina DAT em camundongos lesionados com MPTP, aumentou a liberacéo
de DA e diminuiu a taxa de decaimento dessa liberacdo apos estimulacdo por
voltametria. Diante de tais evidéncias, argumentamos que no grupo CB-TR, a
diminuicdo de DAT possa ter desencadeado aumento da disponibilidade de DA
na fenda sindptica, o que pode ter possibilitado o aumento do turnover
dopaminérgico (razdo DOPAC/DA). Considerando o envolvimento da DA
estriatal no controle motor e motivagao para o EF (KNAB e LIGHTFOOT, 2010),
€ possivel qgue o aumento da razdo DOPAC/DA tenha sido um dos fatores que
contribuiu para o expressivo ganho de desempenho observado nos animais CB

em resposta ao treinamento aeroébico.
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O aumento da atividade dopaminérgica desencadeada pela reducdo da
expressdo do RNAmM de Dat pode ter resultado na diminuicdo da expresséao de
RNAmM do receptor Drd2. De fato, Fauchey e colaboradores (2000) observaram
que camundongos nocautes para DAT (modelo DAT') possuem
hiperdopaminergia, o que gera diminuicdo de 36% na expressao do RNAm de
Drd2 no CPu. Como resultado dessas alteracbes dopaminérgicas, 0s animais
DAT apresentam aumento da atividade locomotora (GIROS et al., 1996). A
diminuicdo dos receptores D2 no CPu também ja foi observada nos animais SHR
(modelo de TDAH) evidenciando que o EF pode ser uma estratégia nao-
farmacoldgica para complementar o tratamento de TDAH (CHO et al., 2014).
Entretanto, apesar de evidéncias semelhantes as do presente estudo ja terem
sido observadas nos modelos DAT” e TDAH, pela primeira vez mostramos a
influéncia da capacidade intrinseca para o EF na neuroplasticidade

dopaminérgica induzida pelo TF aerdbico.

Por outro lado, no grupo CA, o TF diminuiu a expressdo do RNAm de Bdnf. Em
todos os grupos, os animais treinaram com intensidade de 60% da Vmax para que
o TF ndo desencadeasse aumentos exacerbados na resposta de corticosterona,
0 que poderia inibir a liberacdo de BDNF (HEIIJNEN et al., 2015; ROTHAMAN e
MATTSON, 2013; KASHIHARA et al., 2009). Ja em relacdo a duracéo, todos os
ratos correram durante 40% do tempo de EF obtido a 60% da Vmax. NO entanto,
considerando as discrepancias iniciais no desempenho fisico entre os animais,
em termos absolutos, os grupos treinaram com valores de velocidades e
duracdes distintas. As combinacdes desses fatores fizeram com que a distancia

percorrida (o que representaria o volume de treinamento) por cada grupo fosse
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diferente, sendo maior nos animais CA (FIG.15). N&o podemos, portanto, excluir
a possibilidade de que o protocolo de TF possa ter exacerbado a produgéo de
corticosterona nesse grupo. De acordo com Rothman e Mattson, (2013) existe
uma relacdo de U invertido entre BDNF e corticosterona. Estimulos estressores
leves (EF de intensidade moderada, restricdo alimentar moderada, demanda
cognitiva) aumentam a producéo de BDNF. Por outro lado, EF intenso, estresse
de contencao, exposicao ao predador sdo agentes estressores que induzem a
producdo exacerbada de corticosterona, que por sua vez, inibe a transcricéo e
sinalizacdo de BDNF no SNC (ROTHMAN e MATTSON, 2013; LU, 2003). Além
disso, no grupo CA, somando-se a maior distancia de corrida realizada no
decorrer das seis semanas, a velocidade adotada pode ter sido superior a
velocidade no limiar de lactato, o que também poderia influenciar na magnitude
da ativacdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal, exacerbando a producao de
corticosterona. De fato, Soya e colaboradores (2011; 2007) tém demonstrado em
ratos Wistar que a corrida realizada acima do limiar de lactato induz a ativacao
do nucleo paraventricular no hipotdlamo, o que resulta em aumento da
concentracdo do horménio adrenocorticotréfico e consequente liberagdo de
corticosterona. Complementando nossa argumentacdo, no presente estudo
adotamos o modelo de EF forcado (na esteira), o que pode ter contribuido para
aumentar o estresse no grupo CA (que permanecia por mais tempo “fugindo” de
um estimulo aversivo - choque). De fato, varias evidéncias presentes na literatura
demonstram que protocolos de EF voluntarios (acesso a roda) (KE et al., 2011;
GOMEZ-PINILLA et al., 2002; BERCHTOLD et al., 2005; VAYNMAN et al., 2005;
OLIFF et al., 1998; NEEPER et al., 1996), EF acrobatico (KLINTSOVA et al.,

2004) e EF forcado com duracgdes inferiores a 60 min e velocidade inferior a 15
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m/min (SMITH et al.,, 2011; TAJIRI et al., 2010; PETZINGER et al., 2007)
aumentam a expressdo do RNAm de Bdnf e a proteina BDNF em diferentes
area do SNC. Assim, hipotetizamos que no grupo CA o estresse desencadeado
pelo TF (sessbes de EF for¢cado, 5x/semana, com duragédo de 87 a 129 min e
velocidade superiores a 18 m/min) possa ter aumentado a concentragao de
corticosterona diminuindo a expressdo de RNAmM de Bdnf no CPu. Como
consequéncia, essa diminuicdo da expressdao do RNAm de Bdnf pode ter

ocasionado a atenuacao da atividade dopaminérgica observada nesse grupo.

4.1 Concluséao

Os dados do presente estudo confirmam o principio do valor incial relacionado a
treinabilidade e indicam que a capacidade intrinseca para o EF influencia na
neuroplasticidade dopaminérgica induzida pelo treinamento fisico. Esses
resultados representam importantes achados para o entendimento da relagéo

entre capacidade genética e atividade dopaminérgica.
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