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RESUMO

O exercicio fisico intermitente tem se mostrado uma modalidade de elevado
gasto calorico e, mesmo quando praticado em altas intensidades, pode ser
mantido por grandes periodos de tempo. A suplementacdo com carboidratos
tem sido utilizada e estudada como forma de manutencdo do desempenho
esportivo. O exercicio fisico intermitente e a suplementacdo com fontes
carboidratadas produzem alteragcdes hormonais condizentes com as alteracées
organicas provenientes da sua pratica. O eixo GH/IGF-1 é afetado por ambas
as intervencdes. Objetivou-se estabelecer um protocolo de treinamento
intermitente de alta intensidade para ratos e verificar os efeitos da
administracdo de solucdo de glicose a 10% sobre as concentracdes
sanguineas de lactato e glicemia, além de verificar alteracdes séricas de GH,
IGF-I, IGFBP-I e corticosterona relacionadas a pratica deste tipo de exercicio
fisico. Foram verificadas também as concentracées musculares (gastrocnémio
e sbleo) e hepaticas de glicogénio, bem como a expressdo génica do IGF-I e
do IGF-Ir nestes tecidos. Para tal, quarenta (40) ratos Wistar machos foram
separados em 8 grupos (n=5/grupo): TEC (Treinados, exercitados, com
suplementacdo de carboidrato), TES (Treinados, exercitados, sem
suplementacdo de carboidrato), TNC (Treinados, nao exercitados, com
suplementacdo de carboidrato), TNS (Treinados, ndo exercitados, sem
suplementacdo de carboidrato), SEC (Sedentérios, exercitados, com

suplementacdo de carboidrato), SES (Sedentarios, exercitados, sem
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suplementacdo de carboidrato), SNC (Sedentarios, ndo exercitados, com
suplementacdo de carboidrato), SNS (Sedentarios, ndo exercitados, sem
suplementacao de carboidrato). O protocolo de exercicio fisico consistiu de um
minuto correndo em esteira a 110% da velocidade final do teste maximo e 30
segundos a 40% desta, num total de 60 minutos, sendo o treinamento de
noventa (90) dias. Como resultado foi verificado que o exercicio fisico agudo
se mostrou uma forma de aumentar a expressdo génica de IGF-I, ja o
treinamento fez com que houvesse uma reducéo nesta expressao. O aumento
da IGFBP-I ocorreu somente em ratos treinados, que apresentaram também
uma maior expressao génica de IGF-Ir no musculo gastrocnémio quando ndo
suplementados. Os animais ndo exercitados apresentaram niveis séricos de
GH superiores aos exercitados. A corticosterona mostrou concentracdes mais
elevadas em ratos sedentarios do que treinados, com ou sem exercicio fisico
agudo. Conclui-se que o exercicio fisico agudo em ratos pode, em alguns
horménios estudados, produzir resultados divergentes dos esperados, ja o

treinamento prolongado tende a reverter as concentracfes destes.

Palavras-chave: exercicio fisico, GH, IGF-I, IGFBP-I, glicose.
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ABSTRACT

The intermittent exercise has been shown to be a kind of high caloric
expenditure and, even when practiced at high levels, can be maintained for long
periods of time. Supplementation with carbohydrate has been used and studied
in order to maintain athletic performance. The intermittent exercise and
supplementation with carbohydrate sources produce hormonal changes
consistent with the organic changes from its practice. The GH/IGF-I axis is
deeply affected by both interventions. The objective was to establish a protocol
for high-intensity intermittent training for rats and assess the effects of
administrating a glucose solution (10%) on blood concentrations of lactate and
glucose in addition to investigating changes in serum GH, IGF-I, IGFBP-I and
corticosterone related to the practice of this type of exercise. Also, it was
analized the muscle (gastrocnemius and soleus) and hepatic concentrations of
glycogen and gene expression of IGF-1 and IGF-Ir in these tissues. For such,
forty (40) male wistar rats were divided into eight groups (n=5/ group): TEC
(trained, exercised with carbohydrate supplementation), TES (trained, exercised
without carbohydrate supplementation), TNC (trained, nonexercised with
carbohydrate  supplementation), TNS (trained, nonexercised without
carbohydrate supplementation), SEC (sedentary, exercised with carbohydrate
supplementation), SES (sedentary, exercised without carbohydrate
supplementation), SNC (sedentary, nonexercised with carbohydrate
supplementation), SNS (sedentary nonexercised without carbohydrate

supplementation). The protocol consisted of one minute on a treadmill running
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at 110% of maximum test speed and thirty seconds at 40% of a total 60 minutes
(90 days training). As a result it was found that acute exercise proved to be a
way to increase gene expression of IGF-I, since the training had led to a
reduction in this expression. The increase in IGFBP-I occurred only in trained
rats, which also had a higher gene expression of IGF-Ir in the gastrocnemius
muscle, when not supplemented. The animals that did no exercise had higher
serum GH levels than those exercised. The corticosterone showed higher
concentrations in sedentary than in trained rats with or without acute exercise.
We conclude that acute exercise in rats may, in some hormones, produce
different results from those expected, since the prolonged training tends to
reverse these concentrations.

Keywords: exercise, GH, IGF-I, IGFBP-I, glucose.



1. INTRODUCAO

O exercicio fisico e as intervencbes dietéticas produzem conhecidas
alteracdes hormonais (Hew-Butler et al., 2008; Riddell, 2008). O hormoénio do
crescimento (GH) é produzido pela glandula hipofise anterior de maneira
pulsatil e sofre regulacéo por trés peptideos: GHRH (estimula), somatostatina
(inibe) e grelina (age sinergisticamente com GHRH). Sua sintese e secrecdo
sdo também reguladas por alguns fatores como: exercicio fisico, glicemia,
neurotransmissores, esteréides gonadais e estresse (Clayton et al., 2010). A
ligacdo do GH ao seu receptor estimula a sintese e secrecao de IGF-I.

O IGF-I € um polipeptideo de 7,5 kDa estruturalmente relacionado a pro-
insulina (Roberts et al.,, 2010). O IGF-I possui um importante papel na
regulacdo do crescimento somatico, no metabolismo, na proliferacédo celular, na
diferenciacdo e na prevencdo da apoptose. E produzido localmente em
numerosos tecidos, entretanto o figado € o local de maior sintese e secre¢do. A
producdo do IGF-I, além de estar sob controle do GH, é concomitante a
algumas alteracdes na expressdo dos receptores de GH nos tecidos alvo
(LeRoith, 2008). A transcricdo do gene do IGF-I possui variabilidade
consideravel. Fatores nutricionais sdo importantes reguladores da sintese de
IGF-1 (Cannata et al., 2010).

A maioria das ac¢bes do IGF-I € mediada por sua ligacdo a um Unico
receptor de alta afinidade, chamado receptor tipo | ou IGF-Ir. Além disso, o
IGF-1 nos tecidos e no soro esta ligado a proteinas de ligacdo especificas que

modulam suas ac¢fBes. A IGFBP-1 € uma proteina de baixo peso molecular



(aproximadamente 30 kDa) produzida pelo figado. E uma moduladora local
capaz de mostrar flutuacdo rapida e marcada no plasma, respondendo a
mudancas nas concentracdes de insulina e de glicose. Tem sido proposta a
sua acdo na glicorregulacao através do controle da bioatividade dos IGFs
livres na circulacéo (Frystyk, 2000; Nedic et al., 2010).

Os efeitos dispares do exercicio fisico no IGF-I circulante podem ser
atribuidos a diversas variacdes na ingestao alimentar e niveis de aptidao fisica.
Além de responder as alteragdes do lactato sérico e do glicogénio tecidual
(Lavoie et al., 2002). Atualmente sugere-se que mais que responder ao
balanco energético total, o sistema IGF-1 € responsivo ao fluxo energético do
sistema metabdlico, definido como o nivel absoluto de ingestdo energética e
gasto sob condi¢bes de balanco energético (Zhu et al., 2005; Haspolat et al.,

2007).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As alteracdes fisiologicas provenientes do exercicio fisico e

do treinamento fisico

O exercicio fisico caracteriza-se por uma situacdo que retira o
organismo de sua homeostase, pois implica no aumento instantaneo da
demanda energética da musculatura exercitada. Assim, para suprir a nova
demanda metabdlica, varias adaptacdes fisioldogicas sdo necessarias,
principalmente no musculo esquelético, em funcéo do tipo de exercicio fisico
realizado. Entre elas estdo o aumento no conteddo muscular de GLUT4
(Holloszy, 2005; Helge et al., 2006; Seki et al.,, 2006) e a concentragcdo e
atividade de enzimas como a hexoquinase (Fueger et al., 2003; Fueger et al.,
2005). Também se modifica a atividade dos receptores hormonais como o de
insulina (Howlett et al., 2006; Pauli et al., 2008; Hoene et al., 2009), glucagon
(Charbonneau et al., 2005; Charbonneau et al., 2007), adrenalina (Webster et
al., 1986; Ji et al., 2008) e GH (Salvatori et al., 2002).

A atividade contratil de longa duracdo, tanto aguda quanto crobnica,
resulta em um aumentado fluxo das duas rotas metabdlicas que regeneram a
maioria do ATP usado pela célula muscular: fosforilacdo oxidativa e glicolise. O
controle do fluxo nestas rotas € determinado pelas enzimas individuais e sua
regulacédo intrinseca na respectiva rota (Kostic et al., 2009). As possiveis
enzimas afetadas pelas rotas especificas sdo ditadas pelas caracteristicas do
exercicio fisico a ser executado. As mudancas especificas dependem do tipo

de metabolismo, da taxa metabdlica e do substrato utilizado (Talanian et al.,



2007; Watt, 2009). Todas as alteracbes sdo mais acentuadas quando se faz
uso da pratica regular. Como exemplo poder-se-ia citar um aumento na
atividade maxima de uma gama de enzimas mitocondriais que participam do
ciclo de Krebs e da cadeia de transporte de elétrons em resposta a um
exercicio fisico submaximo (Watt, 2009). Assim, também se podem esperar
grandes aumentos da atividade enziméatica da rota glicolitica em resposta ao
treinamento envolvendo exercicio fisico de intensidade elevada (Arkinstall et
al., 2004).

O exercicio fisico e o treinamento também aprimoram a capacidade de
captacdo de glicose pela musculatura esquelética, propiciando também a
captacdo de glicose induzida pela contragdo muscular, conforme mostra a
figura 1, através de mecanismos semelhantes aqueles da ativacdo dos
receptores insulinicos (Skov-Jensen et al., 2007; Santos et al., 2008; Merry &

McConell, 2009).
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Figura 1. Mecanismos de captacdo da glicose pela célula muscular no

exercicio fisico e no repouso.

Fonte: Adaptado de www.scienceinschool.org.

2.1.1. O exercicio fisico intermitente

O exercicio fisico intermitente, conforme ja citado, € aquele que
intercala periodos de esfor¢o intenso com periodos de recuperacao parciais
ativos ou passivos, ou seja, alterna rapidamente a rota metabolica para
fornecimento de energia (McCartney et al., 1986; Gaitanos et al., 1993; Mohr et

al., 2006). Este tipo de exercicio pode causar significativas reducdes na
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adiposidade, inclusive maiores do que se comparado ao exercicio fisico em
steady-state. Os fatores responsaveis sdo o gasto calorico total, que é maior
neste tipo de protocolo e o gasto energético maior pds-exercicio fisico (Trapp

et al., 2007; Trapp et al., 2008; Krustrup et al., 2010).

E plausivel se pensar que o exercicio fisico intermitente cria uma
‘lancadeira de substratos” devido ao repetido intercAmbio das fontes
energéticas aerdbia e anaerdbias, sendo que picos anaerobios de alta
intensidade do exercicio fisico intermitente trazem consigo um grande déficit
de oxigénio (Glaister, 2005) e sua recuperacao se baseia nas fontes aerdbias
(Tanisho & Hirakawa, 2009). Os AGL contribuem para esta recuperacéo. Além
destes, parte da energia € derivada da oxidacdo de glicose e parte da
oxidacao do lactato produzido no metabolismo anaerébio glicolitico (Lancha et

al., 1994).

O glicogénio ndo parece ser ressintetizado durante os periodos de
repouso no exercicio fisico intermitente, pois se observa uma diminuicdo
constante deste durante as sessdes (Trapp et al.,, 2007). Mas isto também
merece um pouco mais de atencdo nas andlises experimentais, pela
discordancia nos protocolos e nos resultados dos diferentes artigos (Turner et
al., 2006; Utter et al., 2007).

Ha também relatos de que a glicélise ficaria prejudicada neste tipo de
exercicio fisico devido a uma acumulagdo de citrato no citosol que inibe a
atividade da PFK. Este fator permitiria repetidas sessfes de exercicio fisico de

alta intensidade e reduziria a quantidade de lactato acumulado. Este reduzido



acumulo, acompanhado pelo metabolismo aerdbio, poderia permitir um maior

uso de &cidos graxos como substrato energético (Trapp et al., 2007).

A grande vantagem do exercicio fisico intermitente parece ser o alcance
de diversos parametros metabolicos relacionados ao trabalho fisico de alta
intensidade com a possibilidade de manutencdo de sua execucao por um
tempo compativel com um trabalho de média a baixa intensidade. Nestas
vantagens se incluem parametros hormonais e de aptidao fisica, visto ja existir
diversos experimentos demonstrando elevac¢des nas catecolaminas, horménio
do crescimento e padrdes enzimaticos musculares similares em diversos picos
de exercicio fisico, quando comparados a um exercicio fisico continuo
(Talanian et al., 2007; Trapp et al., 2008; Wallman et al., 2009).

Individuos treinados de forma intermitente diferem dos sedentarios por
uma tendéncia a apresentarem picos de glicerol de forma precoce e
concentracfes de lactato mais altas tanto em intervalos longos quanto em
intervalos curtos de exercicio fisico, quando mantidas as intensidades
proporcionais (Denadai et al., 2004). Um aumento na concentracao de glicerol
sugere aumento na combustdo de AGL como substrato energético apesar do

aumento na concentracao de lactato (Trapp et al., 2007).

2.2. O lactato

Até os anos noventa, a hipétese de que o musculo esquelético produzia

acido latico durante o exercicio fisico de alta intensidade era amplamente



aceita, haveria entdo uma dissociagdo deste em lactato e proton H”. Isto seria
responsabilizado pela acidose muscular, fadiga e reducdo do desempenho
(Cotes, 1955; Donald et al., 1961; Lorentzen, 1962). Atualmente, se sabe que
a glicolise anaerdbia ndo produz acido latico e sim lactato, devido a formacéo
do 3-fosfoglicerato pela enzima PGK (catalizadora) (Robergs et al., 2004).

Em pH fisioldgico, nunca ha formacao de acidos ou liberacéo de protons
pelo grupo carboxila do 3-fosfoglicerato, 2-fosfoglicerato, fosfoenolpiruvato,
piruvato ou lactato, pois os intermediarios da glicélise possuem valores de pKa
variando entre 3.42 e 3.87. Assim, o0s prétons produzidos pela glicélise
anaerobia sdo derivados da hidrdlise do ATP (Liu, 2003; Robergs et al., 2004).

O mesmo lactato, que por muito tempo foi visto como um vildo é a fonte
mais provavel para a sintese de glicogénio no repouso (Van Hall, 2000;
Chatham, 2002) e, ainda que tenha sua producdo como metabdlito de rotas
energéticas, 0 mesmo é um substrato de grande valor oxidativo. Através da
conversdo de sua molécula de trés carbonos em piruvato, se pode utiliza-lo
diretamente nas fibras tipo | (Stallknecht et al., 1998) e coracédo (Goodwin &
Taegtmeyer, 2000). No figado, via Ciclo de Cori, novas moléculas de glicose
prontamente oxidaveis sdo formadas (gliconeogénese) tendo o lactato como

substrato (Brooks, 1991; Coggan et al., 1995; Lehninger A. L.; Nelson, 2000).

A producdo do lactato no exercicio fisico € proporcional a intensidade
(Juel et al., 2004; Morris et al., 2005) e ocorre sempre que a rota anaerébia

glicolitica estiver predominante. Em uma dada intensidade a producédo de



lactato ultrapassa a capacidade de oxidacdo do mesmo e suas concentracdes
se elevam por acumulacéo (Robergs et al., 2004).

Durante alguns tipos de exercicio fisico, a velocidade de oxidacdo do
lactato pode representar quase um terco da oxidacdo total de carboidratos,
excedendo o turnover da glicose (Brooks, 1991). O metabolismo aumentado
deste substrato acaba por gerar efeitos no metabolismo da glicose em

exercicio fisico (De Feo et al., 2003).

2.2. A glicose como ativador metabdlico

Estreitas relacdes sdo observadas entre as concentracfes de glicose e
glicogénio e uma variedade de respostas metabdlicas ao exercicio fisico
(Lavoie et al., 1989; Lavoie et al., 2002; Knechtle, 2004; Sriwijitkamol et al.,

2006).

A glicose é um conhecido ativador metabdlico na oxidacdo dos acidos
graxos (Curi et al., 2003), como demonstrado na figura 2, e sua presenca em
concentracfes normais € bastante importante. Em altas cargas de trabalho o
metabolismo energético prioriza os carboidratos (Jeukendrup, 2004; Manetta et
al., 2005) e, com a diminuicéo de intensidade do exercicio fisico para baixa ou
moderada, o organismo passa a utilizar predominantemente lipideos como
substrato energético (Achten & Jeukendrup, 2004; Brandou et al., 2005; Slentz

et al.,, 2005). No exercicio fisico intermitente, diferentes substratos sao



10

utilizados como fonte de energia (Backhouse et al., 2007; Utter et al., 2007,

Giesel et al., 2009).
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Figura 2. Glicose: ativador metabodlico do metabolismo dos carboidratos

Fonte: Arq. Bras. Endocrinol. Metab. vol. 47 n°.2 Sao Paulo (Curi et al., 2003)

Os AGL oriundos do triacilglicerol (lipélise) séao transportados atraves da
corrente sanguinea para o0s tecidos periféricos associados a proteina
albumina. Nestes tecidos, os &cidos graxos penetram no citoplasma por
difusdo e ocorre transporte destes até o interior das mitocondrias via carnitina

acil-transferase (CAT). Nesta etapa, estas longas cadeias carbonicas sofrem
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beta oxidacdo para fornecimento de acetil-CoA para o ciclo de Krebs
(Lehninger A. L.; Nelson, 2000). Assim, comeca a haver uma grande producao
de moléculas de ATP que, nesta via metabdlica e, por inibicdo alostérica,
causam uma inativacdo do complexo enzimatico piruvato desidrogenase. A
formacdo de acetil-CoA passa a ser entdo proveniente dos AGLs. Ocorre a
seguir, uma consequente ativacdo da piruvato carboxilase, enzima que
converte piruvato proveniente da glicdlise em oxaloacetato. Este ultimo
metabdlito condensa-se ao acetil-CoA e forma citrato, pela acdo da citrato
sintase, facilitando a oxidagdo da acetil-CoA no ciclo de Krebs (Curi et al.,
2003).

As principais limitacdes para maior utilizacdo de AGL no exercicio fisico
de intensidade moderada e de longa duracao séo, entdo, a disponibilidade de
glicogénio e/ou glicose para o fornecimento de intermediarios do ciclo de Krebs
(Gibala et al., 2000) e a mobilizacdo de AGL do tecido adiposo e do musculo

esquelético (Brouns & van der Vusse, 1998).

2.3. Aregulacdo hormonal no exercicio fisico

O exercicio fisico promove alteracdes responsivas no sistema endécrino
(Kraemer & Ratamess, 2005). Na pratica, a maioria destas alteragbes se da
em funcdo da individualidade dos limiares de intensidade, da duracdo do
exercicio fisico, do nivel de adaptagdo do organismo ao exercicio fisico e da

capacidade funcional do sistema enddécrino (Viru & Smirnova, 1995; Bauman et
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al., 1999). Ainda, a motivacao individual, as condigcbes ambientais e a dieta
também tém funcdo importante nesta regulagcédo (Piziak, 1991; Kharitonova et
al., 2000; Mormede et al., 2002). Horménios como o GH, IGF-I, insulina,
glucagon, catecolaminas e cortisol participam diretamente destas alteracdes.
As alteracdes hormonais relacionadas ao exercicio fisico visam poupar ao
maximo os substratos e obter destes o maximo de energia (Kristiansen et al.,

2000).

2.3.1. O hormoénio do crescimento

Uma vez liberado pela glandula hipdéfise anterior, o GH se liga com alta
afinidade ao seu receptor que € encontrado em alguns tecidos. O horménio do
crescimento é transportado no plasma por uma proteina de ligacdo que é
homologa ao dominio extracelular clivado do receptor de GH. A molécula deste
horménio exibe dois sitios de ligacdo para o receptor, resultando na
dimerizacdo do mesmo, um passo que € necessario para a atividade biologica
do hormoénio. A ativacdo deste receptor estimula e regula o crescimento pos-
natal nos vertebrados (Amit et al., 2000). Sua sintese e secrecdo sao também
reguladas por alguns fatores como exercicio fisico, glicemia,
neurotransmissores e esteroides gonadais (Clayton et al., 2010).

O exercicio fisico agudo é um potente estimulante da liberacdo do GH,
variando conforme a intensidade e duragéo do exercicio fisico, aptidéo fisica e

género do praticante. Exercicios fisicos continuos e intermitentes sao
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igualmente efetivos em aumentar os perfis secretérios de GH por 24h

(Weltman et al., 2008).

A ligacdo do GH ao seu receptor hepatico estimula a expresséo e
liberacdo do IGF-I na circulacéo, sendo influenciada por diversos outros fatores

(figura 3).

. Proteinas AL
Carboidratos da dieta HIPOTALAMO ! da dieta ?eC;rUFZ;DsnIDS

L/ G

Somatostatina GHRH

T

|Secregéoadrenal I——./
[Grrese |— N\
[ov |=——>EZ

oS ©

Figura 3. Analise esquemética do eixo hipotalamo/hipofise/GH/IGF-1 e

suas variaveis.

Fonte: Adaptado de www.models.cellml.org
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2.3.2. OIGF-I

O IGF-I, além das caracteristicas ja citadas, € um hormdnio importante
para o desenvolvimento e maturagdo do sistema nervoso central, tecidos
esqueléticos e 6rgao reprodutivos (Cannata et al., 2010). Também chamado
somatomedina C, € um importante mediador dos efeitos do GH (Figura 4).

GH
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intracelular IGFBP-3 Local lndependentes do

i - @rﬁ? flﬁ ~
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terndrio v Linear
(circulagdo)

Figura 4. Efeitos diretos e indiretos (mediados pelo IGF-I) do GH

Fonte: Savage M.O. et al. 2007 Idiopathic short stature: will genetics influence
the choice between GH and IGF1 therapy? Society of European Journal of
Endocrinology (2007).

O IGF-I maduro consiste em dominios A, B, C e D. Os dominios A e B
sdo homologos aos da insulina, no entanto, o dominio C néo é clivado neste,
ao contrario da insulina. O IGF-I também contém um dominio D adicional, que

nao estad presente na insulina (LeRoith & Roberts, 2003). O maior local de
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sintese de IGF-1 é o figado, mas este é produzido também, localmente, por
quase todos os tecidos e, por sua ampla gama de efeitos biologicos e seu
potencial terapéutico, tem se tornado foco de inlUmeras pesquisas (Cannata et
al., 2010).

A producao do IGF-I esta sob controle do GH que, em conjunto com a
insulina, séo reguladores positivos da producéo de IGF-I. A inducdo da sintese
de IGF-I pelo GH esta associada a um aumento do RNAm e a transcricdo do
gene do IGF-I. Esta sintese possui consideravel variabilidade de animal para
animal e entre os ratos machos e alguns fatores nutricionais sdo importantes
reguladores de sua sintese (Yakar et al., 2001).

A maioria das acfes do IGF-1 € mediada por sua ligacdo ao IGF-Ir, um
receptor tirosina-quinase com conhecida homologia ao receptor de insulina
(Schmitz et al., 2002). Nos tecidos e no soro, o IGF-I esta ligado a proteinas de
ligacdo especificas que modulam suas acdes. Menos de 1% do IGF-I circulam
na sua forma livre ou em estado rapidamente dissociavel, seus efeitos sao
modulados por multiplas IGFBPs. O IGF-I tem seis proteinas ligantes (IGFBPs
de 1 a 6) que funcionam ligando mais de 95% do IGF-I circulante. As IGFBPs
sdo uma familia de proteinas homodlogas, que modificam a biodisponibilidade e
a bioatividade do IGF-I (Hopkins et al., 1994).

A administracao, in vivo, de IGF-I baixa os niveis de glicemia. Estudos,
in vitro, mostraram que o IGF-lI pode diretamente estimular o transporte de
glicose para o tecido muscular esquelético. Em ratos normais, a infusdo de
IGF-I provoca hipoglicemia, principalmente por estimulagcdo da captacdo de

glicose nos tecidos periféricos (Lavoie et al., 2002). Além disso, o peso de
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ratos knockout para IGF-1 ao nascer € mais ou menos 60% inferior ao dos
ratos selvagens (Baker et al., 1993). Um aumento na expresséo do IGF-1 em
ratos aumenta o peso corporal em 30% (Mathews et al, 1988). A
administracdo do peptideo IGF-I em ratos aumenta a sintese protéica e o
crescimento corporal (Tomas et al., 1992).

Em uma futura extrapolacdo dos resultados de pesquisas em animais
para humanos poder-se-iam citar diversas alteracdes fisioldgicas causadas
pela alteracdo do eixo GH/IGF-I. Sdo encontrados niveis anormalmente altos
destes hormbénios em varias células tumorais (LeRoith & Roberts, 2003). A
delecdo parcial do gene associado ao IGF-I esta relacionada a retardo mental
e sensorial (Woods et al.,, 1996). Em ratos knockout para IGF-I h4d uma
diminuicao significativa no nimero de neurbnios auditivos e um aumento na
apoptose de neurdnios da coclea (Camarero et al., 2001). O knockout do IGF-I
causa infertilidade (Baker et al., 1996) e subdesenvolvimento do tecido
muscular (Philippou et al., 2007). Ratos transgénicos com expresséo
aumentada do gene para IGF-l1 no Sistema Nervoso Central (SNC) tem um
aumento no crescimento cerebral, neurogénese, sinaptogénese e reducédo na
apoptose neuronal (D'Ercole et al.,, 2002). A expressdo aumentada do IGF-I
nos osteoblastos de ratos leva a uma melhoria na estrutura 0ssea, incluindo
densidade e mineralizacéo (Zhao et al., 2000).

No metabolismo da glicose vé-se que uma reducdo nos niveis de IGF-I
estd associada com o diabetes tipo | e o tratamento com IGF-I melhora o
metabolismo de proteinas e glicose, além de atenuar a cardiomiopatia

diabética (Carroll et al., 2000; Norby et al., 2002). A expressao aumentada do
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IGF-1 nas células beta pancreaticas melhora este tipo de diabetes (George et
al., 2002) e o tratamento com IGF-l aumenta a sensibilidade a insulina e
melhora o controle glicémico em pacientes com diabetes tipo Il (Moses et al.,
1996).

Apoés evidenciar as fungdes no IGF-I nas variaveis relacionadas a
saude, em humanos, € importante destacar que evidéncias estdo se
acumulando a respeito do efeito do exercicio fisico como regulador dos niveis
de IGF-l. Exercicio fisico e consumo maximo de oxigénio estao
correlacionados aos niveis plasmaticos deste hormdnio no descanso (Koziris
et al., 1999).

No exercicio fisico, alteracbes na atividade do IGF-I podem ser
mediadas por mudancas agudas em diferentes IGFBPs (Figura 5). Pesquisas
laboratoriais e baseadas na populacdo indicam que a insulina pode regular
parcialmente a acdo do IGF-1 através da regulacdo da sintese de suas
proteinas transportadoras (Schmitz et al., 2002).

Algumas discrepancias observadas entre os resultados dos diversos
estudos acerca do IGF-l e de suas proteinas ligantes podem ser explicadas
pelos diferentes niveis de treinamento, aptiddo fisica, composi¢cdo corporal,

sexo e idade das pessoas pesquisadas.
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Figura 5. Proteinas transportadoras e receptores da familia IGF

Fonte: The International Society for IGF research (http://www.igf-society.org)

2.3.3. AIGFBP-I

A IGFBP-I faz parte de uma familia de proteinas que possui pelo menos
seis membros. A expressdo das IGFBPs depende do tecido e do estagio de
desenvolvimento, tendo concentracdes diferentes em distintos compartimentos
corporais. As funcdes das IGFBPs sao reguladas por fosforilacédo, proteolise,
polimerizacdo e associacdo com a matriz celular. Todas mostram um papel na
funcdo do IGF-I. A maioria inibe sua acdo, mas as IGFBP-I, 3 e 5 também

mostram efeitos estimulatérios. Alguns efeitos das IGFBPs podem ser
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independentes dos IGF-I. Enquanto as IGFBPs tém afinidade extremamente
alta pelo IGF-I, uma variedade de analogos do IGF-I tem reduzida afinidade
pelas IGFBPs, mas mantém afinidade normal pelo IGF-Ir (Crowe et al., 2009).
As IGFBPs funcionam regulando a disponibilidade do IGF-I em relacdo ao seu
receptor nos tecidos alvo e proteases especificas sdo necessarias para clivar a
proteina IGF-I do seu complexo protéico ligador (Koziris et al., 1999).

A IGFBP-I é uma proteina de baixo peso molecular (aproximadamente
30 kDa), que é produzida pelo figado. E uma moduladora local capaz de
mostrar flutuacéo rapida e marcada no plasma, respondendo a mudancas nas

concentracdes de insulina e de glicose (Frystyk, 2000; Nedic et al., 2010).

A expressdo génica da proteina IGFBP-I altera-se dramaticamente em
resposta a mudancas no estado nutricional. A IGFBP-I sérica tem seus niveis
aumentados cedo da manhd e a noite devido a auséncia de ingestao
alimentar. A insulina € um potente regulador negativo da expresséo de IGFBP-
I. A diminuicdo dos niveis de insulina plasmatica em animais nutricionalmente
restritos € provavelmente a maior causa do aumento na sintese de IGFBP-I.
Alguns estudos mostram que apés 120 min de hiperinsulinemia os niveis de
IGFBP-I caem aproximadamente 50% assim tornar-se-ia mais provavel que
uma unica medida de IGFBP-I refletisse os padrdes de secrecdo da insulina
melhor do que uma Unica medida da insulina, isto porque a IGFBP-I tem uma
meia vida de 89 min, o que estd em contraste com a insulina, cuja meia vida é

de apenas alguns minutos. Alguns nutrientes podem também exercer efeito
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direto na expressado desta proteina transportadora, como glicidios e alguns
aminoacidos (Frystyk, 2000; Nedic et al., 2010).

Estudos indicam que a sensibilidade a insulina foi aumentada pelo
treinamento fisico e o0s niveis de IGFBP-lI destes individuos também
aumentaram. Em contraste, individuos cujos niveis de sensibilidade a insulina
nao aumentaram com o treinamento também ndo demonstraram alteracdes na

IGFBP-I (Hopkins et al., 1994; Lavoie et al., 2002).

No rato, as concentracdes séricas diminuem de acordo com o
envelhecimento. Elas sdo maiores em fetos de ratos, excedendo 4 mg/L, e
diminuem para (menos de) 0,1 mg/L em ratos adultos. Os niveis séricos de
IGFBP-I de ratos aumentam durante o jejum. A regulacdo do IGFBP-I aparenta
ser feita de uma maneira similar a glicose, através de horménios como
glucagon e cortisol (Lewitt et al., 1994). Na circulacdo humana, a IGFBP-I é
suprimida por glicose oral e intravenosa e aumenta com hipoglicemia (Crowe
et al., 2009).

Existem similaridades grandes na regulacdo do gene do IGFBP-I e da
fosfoenolpiruvato  carboxiquinase (PEPCK), a enzima limitante da
gliconeogénese. Ambos 0s genes sao ativados pelo HNFla e positivamente
regulados pelos glicocorticdides e AMPc. Além disso, ambos 0s genes sao
reprimidos pela insulina, e este efeito € dominante sobre o efeito indutivo dos
glicocorticéides e AMPc. A regulacdo coordenada da IGFBP-I e da enzima
PEPCK é consistente com a idéia de que a IGFBP-I tem seu papel como

contra reguladora da glicemia (Hopkins et al., 1994; Lavoie et al., 2002).
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Varios estudos tém encontrado niveis séricos de IGFBP-I aumentados
com o exercicio fisico, provavelmente refletindo uma reducédo da secrecao de
insulina e altos niveis de horménios do estresse. Entretanto, essa visao foi
guestionada por analises recentes. A ingestdo de uma solucdo contendo um
polimero de glicose durante exercicio fisico para a manutencdo dos niveis
plasmaticos de glicose e insulina ndo preveniu o aumento de IGFBP-I em
humanos (Crowe et al., 2009). De forma semelhante, a administracao oral de
uma refeicdo apos duas horas de exercicio fisico em ratos, elevando assim as
concentracfes plasmaticas de glicose e insulina, ndo preveniu que as
concentragbes de IGFBP-I continuassem aumentadas (Hopkins et al., 1994;

Lavoie et al., 2002).

2.3.4. A corticosterona

A corticosterona € um glicocorticoide produzido no cértex da glandula
supra-renal que tem como principal fator de liberacéo o estresse (Karacabey et
al., 2005; Mastorakos & Pavlatou, 2005; Mastorakos et al., 2005). A atividade
do eixo hipotalamo/hipéfise/supra-renal esta diretamente ligada as respostas
fisiolégicas do organismo ao estresse. Sabendo-se que este eixo € formado
pelos horménios ACTH e corticosterona, as concentracdes séricas desses
horménios sdo consideradas importante indicador de estresse (Turner et al.;
Lavoie et al., 1992).

Por ser o exercicio fisico uma forma de estresse, a corticosterona age

neste estado metabdlico inibindo a sintese protéica e liberando aminoacidos
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para a utilizacdo como substrato energético. Além disso, este hormdnio atua
sobre todas as enzimas da gliconeogénese e, a0 mesmo tempo, induz a
ativacdo de enzimas de degradacdo protéica que levam a formacdo de
precursores da gliconeogénese (Girard & Garland, 2002; Rengarajan &
Balasubramanian, 2007). Para minimizar esta possivel degradacdo provocada
pela corticosterona é necessario que a glicose sanguinea seja mantida dentro
de niveis fisiolégicos, principalmente durante exercicio fisico intenso ou
prolongado (Marliss & Vranic, 2002), cuja caracteristica principal é o aumento
da captacdo da glicose sanguinea pelas células (Coker & Kjaer, 2005).
Lactato, glicerol e alguns aminoacidos sdo convertidos em glicose pela
gliconeogénese, no figado, no intuito de manter os niveis de glicose sanguinea
(Brooks, 1987; Nuutila et al., 1994; Fernandez-Pastor et al.,, 1999). A
manutencdo da glicemia normal age como um mecanismo de prevencdo da
liberacdo dos hormonios glicocorticéides (Ferrari, 2003; Clow et al., 2004;

Crofton & Midgley, 2004; Enyeart, 2005).

A sintese de corticosterona pelo coértex da supra-renal é derivada da
molécula de colesterol, em um processo de oxi-reducdo com participacdo do
acido ascorbico. Assim, poder-se-ia utilizar a deplecdo de colesterol e acido
ascorbico na glandula supra-renal como marcadores de estresse (Girard &
Garland, 2002; Rengarajan & Balasubramanian, 2007).

Quando se investigam as possiveis influencias mediadas pela

corticosterona no eixo GH/IGF-I poucos estudos sédo encontrados (Canton et
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al., 2006; El Elj et al., 2010). Estes sdo ainda menos comuns quando se

analisam os efeitos do exercicio fisico e/ou treinamento.

2.3.5. O receptor de IGF-I

O IR e o IGF-Ir sdo membros da mesma subfamilia dos receptores
tirosina quinase. Os dois receptores fosforilam muitos dos mesmos substratos
e ativam os mesmos maédulos de sinalizacao, incluindo as rotas de sinalizacao
da MAPK e PI3K. Estes receptores sdo homadlogos na estrutura primaria, mas
diferem em seus efeitos fisioldgicos, o que pode ser explicado em parte pela
especificidade dos sinais intracelulares gerados, usando substratos
preferenciais/especificos ou adaptadores moleculares/rotas de sinalizacao
(Foti et al., 2004).

O receptor de IGF-I humano é o produto de um gene localizado no
cromossomo 15. O receptor maduro € um tetramero que consiste de duas
cadeias alfa extracelulares e duas cadeias beta intracelulares. As cadeias beta
incluem um dominio tirosina quinase que € visto como essencial para a maioria
dos efeitos bioldgicos do receptor.

No que diz respeito ao dominio extracelular, apesar da similaridade
estrutural entre IGF-| e insulina os respectivos receptores tém de cem a mil
vezes mais afinidade por seus ligantes cognatos (a subunidade alfa parece
conferir esta especificidade) (Foti et al., 2004). No dominio citoplasmatico,
diferencas estruturais contribuem para a divergéncia nas duas rotas de

sinalizacdo. Um alto grau de homologia é visto no dominio tirosina quinase
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(mais ou menos 84%), enquanto a regido de maior divergéncia € o dominio
justa membrana (mais ou menos 61%) e o dominio carboxiterminal (mais ou

menos 56%) (Yakar et al., 2005).

A saciedade alimentar causa um aumento no namero de receptores de
IGF-I em diversos tecidos. Parte deste aumento pode ser uma consequéncia
de uma diminuicdo dos IGF-I ligantes, levando a uma melhor internalizacéo do
receptor. Sugere-se também que, nestas condi¢cbes, haja um aumento na

biossintese do receptor (Yakar et al., 2005).

2.4. A suplementacao de carboidratos

Esta bem estabelecido que a ingestdo de carboidratos durante o
exercicio fisico retarda todo o processo de fadiga e pode melhorar o
desempenho em diversos tipos de exercicio fisico. Este desempenho
ergogénico €, em grande parte, devido a biodisponibilidade de glicose
sanguinea para fornecimento de substrato energético aos musculos em
atividade (De Bock et al.,, 2008). Por mais de vinte anos, controvérsias
consideraveis existiram sobre a contribuicdo na economia do glicogénio e os
beneficios da ingestdo de carboidratos.

O aperfeicoamento no metabolismo oxidativo parece estar associado
aos estoques de glicogénio, dado que a deple¢édo destes € fator limitante em
exercicios fisico de alta intensidade (Costill, 1991; Knechtle, 2004). Questbes a

respeito do tipo, tempo e quantidade de carboidratos necessarios para
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aumentar a sintese de glicogénio e a melhoria no efeito da ingestdo de outros
macro nutrientes permanecem incertas e ndo bastante claras (Koopman et al.,
2007; Beelen et al., 2008; Howarth et al., 2009).

Mas os dados a respeito da economia do glicogénio durante o exercicio
fisico sdo de certa forma, escassos. Na pratica, € muito comum o uso de
reposicao de carboidratos em exercicio fisicos de curta duracdo e até uma
associagao desta com melhorias no desempenho (De Bock et al., 2007).

Além disso, o glicogénio parece ser uma molécula sinalizadora que
pode regular a transcricdo génica. A diminuicdo na lise do glicogénio pode, por
isso, ter uma substancial influéncia na capacidade e metabolismo musculares.
Esta diminuicdo pode ser favorecida pela ingestdo apropriada de carboidratos
durante o exercicio fisico. Assim, mantendo a euglicemia, a glicose
proveniente da corrente sanguinea € apenas uma fonte extra de substrato, que
por sua vez diminui a lise do glicogénio (Zderic et al., 2004; Zehnder et al.,
2005).

O padrédo de degradacao do glicogénio muscular durante as contracées
depende do balanco entre a atividade da glicogénio sintase e da glicogénio
fosforilase. Estd bem estabelecido que a intensidade da contracdo, a
concentracdo de glicogénio existente na célula muscular e os niveis circulantes
de insulina tém papel crucial neste balango (De Bock et al., 2007).

Além disso, as enzimas glicogénio sintase e glicogénio fosforilase séo
expressas de formas diferentes em cada tipo de fibra, as fibras tipo | exibem
menos glicogénio fosforilase e tem maior atividade da glicogénio sintase

guando comparadas com as fibras tipo Il. Por isso, é razoavel assumir que os
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efeitos da ingestdo de carboidratos na taxa de degradacdo do glicogénio
durante o exercicio fisico podem diferir entre os tipos de fibras (Yamamura &
Negami, 1984). Exercicios fisicos em jejum comparados com um exercicio
fisico idéntico, mas em conjunto com a suplementacdo de carboidrato antes e
durante, estimulam a lise de lipideos intramiocelulares nas fibras tipo I, mas
nao nas fibras tipo Il (Gibala, 2009).

A ingestéo de carboidrato pré-competicdo (30 — 60 minutos antes) € um
guia nutricional padréo para atletas (3—5 g CHO/kg de peso corporal). A baixa
concentracdo de insulina € conhecidamente um supressor da captacdo de
glicose muscular durante o exercicio fisico (De Bock et al., 2007). Apesar dos
altos niveis de insulina circulante, elevada concentracao de glicose sanguinea
e baixos niveis de &cidos graxos livres podem também facilitar a captacdo da

glicose e ativar a enzima glicogénio sintase.

Uma velocidade alta de oxida¢éo de carboidratos acontece quando sua
ingestdo se da imediatamente antes ou durante exercicio fisico prolongado. A
glicose e o glicogénio sdo necessarios para a atividade muscular e, quando
presentes em grandes quantidades, evitam a utilizacdo de outros substratos
provenientes da gliconeogénese no figado (Brooks, 1987).

Os carboidratos, por exemplo a glicose, como ja descritos, tém papel
nos exercicio fisicos de resisténcia e for¢ca (Hakkinen et al., 1988; Maughan et
al., 1989; Maughan et al., 1996; Welsh et al., 2002; Von Duvillard et al., 2004).
As fontes exégenas reduzem a glicogendlise hepatica e aumentam a glicemia.

Isto faz com que se diminua o catabolismo das proteinas, se retarde a fadiga e
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se melhore o desempenho (Wasserman & Cherrington, 1991; Fournier et al.,
2002; Kimber et al., 2003; Hargreaves, 2004).

A ingestdo de fluidos carbo-eletroliticos durante o exercicio fisico de
longa duracdo pode prevenir a desidratacdo e atenuar os efeitos sobre a
funcdo cardiovascular e no desempenho, além de retardar o aparecimento da
fadiga (Maughan et al., 1989; Maughan et al., 1996; 2000; ADA, 2000; Welsh

et al., 2002; Von Duvillard et al., 2004).

A melhor utilizacdo da glicose contida nos liquidos depende da entrada
dos nutrientes no intestino delgado, fatores que determinam o aparecimento da
glicose na circulacdo porta potencialmente incluem a quebra dos carboidratos
complexos em glicose, absorcdo da glicose pela mucosa intestinal, padrées
motores do intestino delgado e fluxo sanguineo esplancnico (Duchman et al.,
1997). Para tal, os polissacarideos sao degradados em oligossacarideos e
monossacarideos pelas enzimas da borda em escova e borda luminal. Nos
enterocitos, a absorcdo se da predominantemente no intestino delgado
proximal via co-transportador glicose-sédio (SGLT1) na membrana luminal e
via GLUT2 na membrana basolateral (Pencek et al., 2002; Shepherd et al.,
2004). Uma regulagdo para cima na membrana luminal (up-regulation) através
do aumento no transporte de glicose ocorre em resposta a modificacbes na
dieta.

Os 10% restantes da absorcgéo se déao de forma paracelular com difusao
através da parede intestinal (Pappenheimer, 1990). Um aumento no numero

ou atividade dos carreadores na membrana basolateral parece ser responsavel
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pela aumentada captacdo observada durante a hiperglicemia. O aparecimento
da glicose na circulagcédo sistémica também parece ser influenciado pelo fluxo
sanguineo mesentérico superior, influenciado pela composicdo da refeicao
(Gulliford et al., 1989).

Outro fator que influencia na absorcdo é o estimulo adrenérgico do
intestino delgado, que resulta em aumento na absorcéo intestinal de glicose.
Alguns hormodnios bastante estudados mostram relacdo com a absorcéo
intestinal de glicose como o IGF-I, IGF-2, EGF por terem seus receptores ja
descritos nos enterdcitos (Goodlad et al., 1993). A gastrina, enteroglucagon,

PYY também participam desta regulacéo (Young et al., 1996).

A suplementacdo com liquidos carbo-eletroliticos requer alguns
cuidados. A ingestdo deve ser feita com o fluido em baixas temperaturas
(gelado, = 8°) e em concentracdes pequenas (6 a 10%) e condizentes com o
maior esvaziamento gastrico (Maughan & Leiper, 1994). Para tal deve-se levar
em conta o indice glicémico, o qual diz respeito a velocidade com que a
glicose alcanca a corrente sanguinea apds sua ingestdo (Burke, 1997). E
importante considerar que quanto maior o indice glicémico, menores as
concentracbes aceitaveis para permitir uma melhor absorcdo. Também o
volume do liquido ingerido ndo deve ser muito grande, por exemplo, 200-
300mL em humanos, pelo risco de retardar o esvaziamento gastrico
(Jeukendrup & Jentjens, 2000; Jeukendrup, 2004; Leiper et al., 2005). Fontes

sollveis de carboidratos ingeridas na forma liquida estardo mais depressa
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disponiveis na circulacdo (Maughan et al., 1989; Maughan et al., 1996; Welsh
et al., 2002; Von Duvillard et al., 2004).

Fontes de carboidratos processadas ou pré-digeridas sdo mais eficazes
e, preferencialmente, devem conter baixas quantidades de fibras dietéticas.
Isto inclui os monossacarideos, como a glicose e a frutose; dissacarideos
como sacarose e maltose; e alguns polimeros como maltodextrinas e extrato
de malte. Sdo carboidratos prontamente dissolviveis em liquido e igualmente
efetivos em aumentar os niveis de glicose sanguinea, embora com diferentes
indices glicémicos. A frutose, utilizada para adocar a maioria dos alimentos
processados, por um lado é capaz de manter a glicemia e nao influenciar a
secrecdo da insulina, resultando numa inibicdo mais fraca da mobilizacdo dos
acidos graxos livres que a glicose. No entanto, a frutose é mais lentamente
absorvida e pode causar distlrbios gastrointestinais quando ingerida em
quantidade superior a 10g/L (Shephard & Leatt, 1987; Mitchell et al., 1989;

Moyer & Rodin, 1993; Jeukendrup & Jentjens, 2000).

De forma alternativa, a diminuicdo na quebra do glicogénio durante o
exercicio fisico pode estimular a utilizacdo de glicose. Mas apenas estudos
futuros poderao validar cada um destes mecanismos (De Bock et al., 2008).

Todas as constatacdes descritas indicam que fatores dietéticos agudos
podem ser mais dominantes do que os efeitos do treinamento em curto prazo
em modular as mudangas na transcricdo génica induzida pelo exercicio fisico.
Na maioria dos individuos fisicamente ativos o treinamento serve para

aumentar a saude e a aptidao fisica. No entanto, em atletas o desempenho é o
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foco absoluto do treinamento. Em cada caso € importante buscar estratégias

Otimas para alcancar as metas especificas (De Bock et al., 2008).

2.5. As alteracdes hormonais promovidas pela suplementacéo de

glicose

No que se refere a glicose é importante ressaltar que sua captacéo
durante o exercicio fisico difere dos mecanismos ja bem descritos do repouso.
Na préatica, a concentracdo de insulina plasmatica diminui (Hawley, 2004;
Sriwijitkamol et al., 2006). Esta diminuicdo parece estar associada a liberacéo
do horménio adrenalina pela glandula supra-renal que € uma caracteristica do
exercicio fisico (Watt et al., 2001). O aumento na captacao de glicose durante
0 exercicio fisico envolve outros fatores que ndo apenas a interacdo insulina-
receptor (Henriksen et al., 1990; Goodyear et al., 1991; Goodyear et al., 1996;

Anthony et al., 2001).

O metabolismo da glicose na pratica de exercicios fisicos € controlado
fundamentalmente pela interacdo entre glucagon e insulina. Um aumento na
relacdo glucagon/insulina resulta em aumentada liberacdo de glicose hepatica.
Um aumento nas catecolaminas e decréscimo na insulina causa aumento na
mobilizacdo da gordura e glicogénio muscular. (Kraemer, 1988; McMurray &
Hackney, 2005). A ingestao de carboidratos imediatamente antes ou durante o
exercicio fisico modifica o perfil hormonal durante exercicio fisico, reduzindo a

resposta das catecolaminas, glucagon e cortisol (Mastorakos et al., 2005). Ha
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um aumento na concentracdo seérica de insulina quando esta ingestdo €
realizada 30-60 min antes de exercicio fisico prolongado (Louis-Sylvestre,
1987), enfatizando a importancia da administracdo destes fluidos
imediatamente antes ou durante o exercicio fisico. A ingestdo de carboidratos
durante o exercicio fisico suprime o aumento do cortisol e ndo causa aumento
nas concentracdes de insulina (Viru, 1992; McMurray & Hackney, 2005).

Os niveis de insulina plasméatica tém suas concentracdes
significativamente diminuidas durante exercicio fisico (Louis-Sylvestre, 1987).
A noradrenalina aumenta, em meédia, dez vezes durante exercicio fisico em
relacdo ao nivel de repouso, com poucas diferencas significativas entre
treinados e sedentarios. O mesmo ocorre com a adrenalina, embora o
aumento seja de apenas cinco vezes durante exercicio fisico em relacdo aos
niveis de repouso (Greiwe et al., 1999).

Sob exercicio fisico intermitente de intensidade menor (Krustrup &
Bangsbo, 2001), relatou-se que os niveis de glucagon e insulina de sujeitos
suplementados com carboidratos em concentracfes de 5%, 6% e 7,5% néao
apresentaram diferencas significativas em relacdo aqueles suplementados
com placebo durante exercicio fisico (Haff et al., 2001). A ingestdo de
carboidratos diminuiu significativamente o0s niveis de cortisol somente em
liquidos glicosilados concentrados a 7,5%, e 0s niveis de adrenalina e
noradrenalina ndo foram afetados pela suplementacdo carboidratada (Tsintzas
& Williams, 1998). Apesar destas investigagbes, poucos estudos tém
procurado pelos efeitos de diferentes estratégias dietéticas na disponibilidade

de glicogénio no treinamento. Alguns autores sugerem também que o
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consumo de carboidratos durante exercicio fisico intermitente poderia
mascarar a liberacdo de glicocorticoides e seu potencial impacto no sistema

imunolégico (McFarlin et al., 2004).

2.6. Afadiga no exercicio fisico

Apesar do aprimoramento das rotas metabdlicas propiciado por diversas
intervencdes, a excitacdo repetida do musculo leva também a uma reduzida
producdo de forca comumente conhecida como fadiga. Esta se da por
multiplas mudancas ibnicas que acontecem no sarcolema (McKenna, 1992),
assim como diversas alteracbes metabdlicas que incluem reduzido ATP,
reduzida glicose ou conteddo de glicogénio, elevado H,PO, e elevada
producéo de H* (Tenan et al., 2010) no tecido muscular em contrag&o.

Exercicio fisicos de longa duracdo promovem mudancas no volume dos
fluidos e alteracdes ibnicas que podem prejudicar o desempenho muscular
(Noakes, 1993; Boulay et al., 1995; Hebestreit et al., 1996). As mudancas
ibnicas que atraem maior interesse envolvem o0 aumento de potassio
extracelular (hipotese da fadiga pelo K). O K* é medido tradicionalmente no
plasma venoso durante o exercicio fisico e valores em torno de 8 mM sao
considerados extremos. Em exercicio fisico observam-se inimeras trocas
idnicas (K*, Na*, Ca™, CI', H", HCOs', Mg™, H,PO,, PCr e lactato). A agua e
os fons Na* e CI” séo transportados do plasma para o musculo em exercicio
fisico, enquanto o K e o lactato saem do musculo em contragdo (Renaud,

2002; Schott et al., 2002; Sostaric et al., 2006). A contribuicdo das trocas
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ibnicas para a fadiga muscular durante o exercicio fisico € complexa, pois
envolve despolarizacdo celular, contracdo muscular e armazenamento de
nutrientes. Além disso, mudancas simultaneas na condutividade ibnica e nas
concentragdes ibnicas intra e extracelulares, na funcdo da bomba de Na'K*
influenciam na excitabilidade e desempenho contratil. Alteragcbes nos
gradientes ibnicos exercem efeitos interativos na forca muscular e precisam
ser considerados em conjunto (Harmer et al., 2000).

A principio, os metabdlitos poderiam exacerbar as trocas idnicas,
modulando a condutancia dos canais ou influenciando processos sensiveis a
ions, tais como a excitabilidade do sarcolema (Harmer et al., 2000). Desta
forma fibras musculares metabolicamente exauridas apresentam aumentada
condutancia ao K*; fun¢éo mitocondrial inibida, despolarizacio e excitabilidade
da membrana dos tabulos T prejudicada; consumo de energia diminuido (pela
inibicdo da atividade da ATPase miosinica e liberacdo do calcio do reticulo
sarcoplasmatico). Estes efeitos na excitabilidade estdo todos relacionados a
concentracdo de ATP e ao metabolismo dos carboidratos alterado
principalmente nos microdominios subsarcolemais (Harmer et al., 2000).

A maioria dos testes desenvolvidos a fim de monitorar o
condicionamento fisico leva em conta a velocidade na qual os individuos a eles

submetidos entram em exaustdo. O teste maximo para roedores € um deles.
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2.7. Particularidades dos experimentos conduzidos em ratos

2.7.1. A organizacdo da musculatura esquelética dos membros

posteriores dos ratos

A pata do rato em sua porcao posterior possui dois grupos musculares:
a porcdo superficial € composta pelo musculo triceps sural, formada por
gastrocnémio e séleo, que se originam de forma independente e terminam em
um Unico tendao, e pelo musculo plantar. A por¢cdo mais profunda € composta
por flexor longo do halux, flexor longo dos dedos e tibial posterior (Stein &
Padykula, 1962; Brooke & Kaiser, 1970; Sher & Cardasis, 1976).

O gastrocnémico do rato possui duas porcdes que emergem de pontos
diferentes, sendo a por¢cdo medial originaria do epicéndilo medial do fémur e
da fabela medial e a porcéo lateral € originaria do epicéndilo lateral e da fabela
lateral. No terco médio da perna, as duas por¢des se agregam e originam um
tenddo comum Unico que, apos unir-se ao tenddo do musculo séleo, passa a
denominar-se tenddo calcaneo, vindo a inserir-se no tubérculo do calcaneo
(Stein & Padykula, 1962; Brooke & Kaiser, 1970; Sher & Cardasis, 1976).

A variacdo nas propor¢cdes entre os varios tipos de fibras é bastante
comum para um determinado musculo em animais de uma forma geral. Até
mesmo para uma determinada regido de um musculo esta caracteristica €
notoria (Pullen, 1977a, b). Alguns musculos, como gastrocnémio apresentam
um predominio de fibras tipo Il. Todavia na cabeca medial do gastrocnémio
ocorrem trés tipos de fibras, distribuidas em um padrdo de mosaico,

semelhante ao encontrado no musculo humano. No sbéleo predominam as
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fibras do tipo | e no tibial anterior 2/3 das fibras sao do tipo Il (Brooke & Kaiser,
1970; Sher & Cardasis, 1976).

Pode-se identificar na cabeca medial do musculo gastrocnémio de ratos
trés tipos de fibras, como mostrado na figura 6, e no soéleo dois tipos. O
gastrocnémio apresenta um padrédo de distribuicdo ndo homogéneo, com
predominio de fibras brancas na porc¢ao interna e fibras vermelhas na porcao
superficial. O s6leo apresenta uma distribuicio homogénea dos dois tipos de
fibras (Stein & Padykula, 1962). Especificamente no musculo gastrocnémio do
rato, os tipos de fibra encontrados sdo equivalentes as do mauasculo
gastrocnémio humano, permitindo a extrapolacdo dos achados em ratos para o

homem (Brooke & Kaiser, 1970; Brooke et al., 1971).

Externa

" Interna

Média (M) - predominio fibras tipo 1

Externa (E) - predominio fibras tipo 2
Zonas
Interna (I) - padrao em mosaico com fibras 2a, 2be 1

Figura 6. Zonas do musculo gastrocnémio do rato

Fonte: Sher e Cardasis (1976)
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1.9.2. A extrapolacédo dos resultados das pesquisas

Ao se estudar respostas metabodlicas em roedores dificilmente se encontra a
mesma variagdo encontrada em humanos nas diversas etapas do metabolismo
e/ou variaveis fisiologicas. Apesar disto, para fins experimentais, € importante
que seja compreendida a idéia de que em modelos animais existe uma
facilidade de padronizacdo e/ou homogeneizacdo da amostra, 0 que em
humanos facilmente torna-se um viés. Além disso, alguns tipos de extracdo
tecidual e outras analises plasmaticas tornam-se menos complexas em

experimentos com roedores (Bexfield et al., 2009).
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1. HIPOTESES

H, O exercicio fisico intermitente, apesar de ser praticado em alta
intensidade, previne picos de lactato sanguineo.

H, O treinamento fisico aumenta os estoques musculares e hepaticos
de glicogénio.

Hs O exercicio fisico intermitente com suplementacdo de carboidratos
economiza as fontes enddégenas de glicose

Hs, O exercicio fisico e o treinamento promovem uma reducdo na
expressdo génica e nos niveis circulantes de IGF-I, além de promover um
aumento nas concentracfes da IGFBP-I.

Hs O exercicio fisico e o treinamento promovem aumento na expressao
génica do receptor de IGF-I.

He O exercicio fisico nao altera os niveis de GH, embora o treinamento
seja capaz de reduzi-lo.

H; A corticosterona tem sua concentracdo aumentada em exercicio

fisico agudo, mas sua concentracdo tende a se reduzir com o treinamento.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Estabelecer um protocolo de treinamento intermitente de alta
intensidade para ratos e verificar os efeitos da administracdo de solucdo de
glicose a 10% durante exercicio fisico intermitente de alta intensidade sobre as
concentracdes séricas de lactato, glicemia, GH, corticosterona, IGF-I e IGFBP-
| e expressao génica de IGF-1 e seus receptores na musculatura esquelética e
figado de ratos treinados, além das concentracdes hepaticas e musculares de

glicogénio.

3.2. Especificos

- estabelecer um protocolo de treinamento intermitente de alta
intensidade para ratos, através de aumentos no VO, max medidos
periodicamente pelo teste maximo, determinando os niveis séricos de lactato e
glicose antes e depois do exercicio fisico;

-determinar os niveis séricos de IGF-I e IGFBP-1 apds o exercicio fisico,
por radioimunoensaio;

-determinar a expressdo génica de IGF-l e seus receptores na
musculatura esquelética (séleo e gastrocnémio) e tecido hepatico através de
PCR, apds exercicio fisico;

-determinar os niveis séricos de corticosterona apds exercicio fisico, por

radioimunoensaio;
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-determinar 0s niveis séricos de GH apds exercicio fisico, por
radioimunoensaio;
-determinar as concentracbes de glicogénio musculares (soleo e

gastrocnémio) e hepaticas;
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4. DELINEAMENTO, POPULACAO E AMOSTRA

Foi realizado um estudo experimental. Cinquenta e cinco (55) ratos
Wistar machos foram usados nos experimentos. Os animais foram adquiridos
na Fundacédo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS) com 60
dias de vida e aclimatados por duas semanas em uma temperatura ambiente
de 22 * 2°C. Este periodo € denominado quarentena e tem como objetivo a
avaliacdo e descarte de patologias externas. Todos foram mantidos em gaiolas
coletivas (49 x 34 x 16 cm) com cinco (5) ratos em cada e assoalho contendo
maravalha. O ciclo de luz claro/escuro foi invertido desde a aclimatacdo (12
horas/12 horas) e os animais foram tratados diariamente com a racao
comercial Nuvilab e 4gua ad libitum. Os animais foram mantidos na unidade de
experimentacdo animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA-
UFRGS).

Projeto piloto

Dos 55 ratos, quinze (15) foram utilizados no projeto piloto. O projeto
piloto constituiu-se em trés (3) semanas realizando os mesmos procedimentos

do estudo experimental apenas para verificacdo da parte metodologica.

4.1. Experimento

Os outros quarenta (40) ratos foram divididos em oito grupos com cinco
(5) ratos em cada, baseados no treinamento, exercicio fisico agudo e

suplementacdo com carboidrato (glicose 10%). Tratou-se de um estudo de
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delineamento fatorial 3x2 (animais treinados versus sedentarios; animais
exercitados versus nado exercitados e; animais que receberam carboidrato
versus agua).

Os grupos foram: TEC (treinado, exercitado com carboidrato), TES
(treinado, exercitado sem carboidrato), TNC (treinado, ndo exercitado com
carboidrato), TNS (treinado, ndo exercitado sem carboidrato), SEC (sedentario,
exercitado com carboidrato), SES (sedentario, exercitado sem carboidrato),
SNC (sedentario, ndo exercitado com carboidrato) e SNS (sedentario, nao

exercitado sem carboidrato) (Figura 7).

| COM CARBOIDRATO - TEC |

2 EXERCITADOS

|SEMCARBOIDRATO -TES |

® 4 GRUPOS
TREINADOS

| COM CARBOIDRATO - TNC |

2 NAO EXERCITADOS
|SEM CARBOIDRATO -TNS |

|c0M CARBOIDRATO - SEC |

2 EXERCITADOS

|SEM CARBOIDRATO - SES |

™4 GRUPOS
SEDENTARIOS

| COM CARBOIDRATO - SNC |

| 2NAO EXERCITADOS

SEM CARBOIDRATO -SNS |

Figura 7. Divisdo dos grupos do experimento

Os ratos treinados (T) passaram por trés meses (90 dias) de exercicio

fisico (5x/semana — 1x/dia) e os exercitados (E) passaram pelo exercicio fisico
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agudo no dia do experimento. Os animais com carboidrato (C) receberam agua
e glicose (10%) enquanto os sem carboidrato (S) receberam apenas agua.
Todos os ratos passaram por um protocolo de adaptacdo e foram
mantidos sempre com racdo e agua a vontade.
Protocolo de adaptacdo — O protocolo de adaptacdo consistiu de corrida
em esteira por cinco (5) dias consecutivos com 10, 20, 30, 40 e 50 minutos/dia

de exercicio fisico, de forma intermitente, em baixas velocidades.

O treinamento consistiu em trés meses (90 dias), sempre no escuro, no
turno da manha@, cinco vezes por semana, de forma intermitente.

O protocolo de treinamento utilizado na presente pesquisa é oriundo de
uma séria de adaptacdes de um protocolo criado no ano de 2000 para uma
pesquisa em humanos, realizada na Escola Superior de Educacéo Fisica da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), que teve como érgédo de fomento a
FAPERGS (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do estado do Rio Grande do
Sul). Na época, o objetivo do nosso grupo de pesquisa foi simular os tempos e
alteracdes de intensidades de exercicio fisico de uma partida de um esporte
coletivo, no intuito de verificar as alterac6es de lactato e glicemia provenientes
desta forma de exercicio fisico. Os resultados da pesquisa deram origem ao
protocolo de treinamento de um primeiro experimento realizado anteriormente
e adaptado para o trabalho com ratos, realizado pelo nosso grupo (Giesel et
al., 2009). Este foi mais uma vez adaptado, dando origem ao protocolo do

presente estudo.
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O protocolo de treinamento - Metade dos ratos foi submetida a exercicio
fisico em esteira, cinco (5) vezes por semana (treinamento), intermitente, com
carga equivalente a 40% (30 segundos) e 110% (1minuto) de suas velocidades
maximas (detectadas pelo teste de esforco maximo), outros permaneceram em
repouso, num total de 60 minutos. Mensalmente novo teste de esforco maximo
era realizado e as velocidades eram reajustadas de acordo com o nivel de

treinamento.

Protocolo do Teste maximo — consistiu de exercicio fisico em esteira
com aumento da velocidade em 5m/min a cada 3 minutos, iniciando com a
velocidade de 5 m/min e tendo como limite a intensidade méaxima de cada
animal (Melo et al., 2003).

Todos os ratos que participaram de grupos treinados passaram por
treinamentos e teste maximo. Os ratos pertencentes ao grupo sedentério
passaram apenas pelo teste maximo. No restante das etapas eram colocados
na esteira desligada pelo mesmo periodo de tempo.

No dia do exercicio agudo, a racdo foi removida das gaiolas as
06h00min horas e os testes realizados entre 09h00min e 12h00min horas.
Todos os ratos foram pesados antes do exercicio fisico (TO) e 25uL de sangue
(uma gota, perfuracdo com lancetador) foram coletados da cauda do animal
para dosagem de lactato e glicemia. Imediatamente apés as medidas de
glicose e lactato a administracdo oral de glicose era feita com seringa por
gavagem. Os ratos que nao participaram dos grupos com carboidrato

receberam agua no mesmo volume (1 mL).
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O protocolo de exercicio fisico neste dia consistiu, também, em um
minuto correndo em esteira acima do limiar de lactato com carga equivalente a
110% (1 minuto) e 40% (30 segundos) de suas velocidades maximas
(detectadas pelo teste de esforco maximo), de forma intermitente, durante 60
minutos.

Em seguida, os animais foram rapidamente retirados da esteira e
pesados (T60). Uma amostra de sangue foi, mais uma vez, retirada com
lanceta para medida de glicemia e lactato (T60). A seguir, os ratos foram
imobilizados e sofreram um deslocamento cervical. A cavidade abdominal foi
aberta, o sangue coletado por puncdo cardiaca em tubos de 500 pL. Um
fragmento do lobo esquerdo do figado e, a seguir, amostras dos musculos
gastrocnémio e séleo foram retirados, identificados, congelados em nitrogénio
liquido e estocados a —80°C. O sangue foi centrifugado e o plasma estocado

para dosagem hormonal (-20°).

4.2. Determinacédo da glicose e do lactato séricos

Os niveis de glicose foram determinados através do medidor de glicose
e tiras (Advantage Il). O lactato foi determinado com o auxilio de um lactimetro

(Accusport). Ambos fornecidos pela empresa Roche.
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4.3. Determinacédo do glicogénio hepatico e muscular

A extracdo do glicogénio seguiu o método de Van Handel (Van Handel,
1965) e os valores foram determinados como equivalentes de glicose (método
da glicose oxidase) apos hidrélise acida (HCIl) e neutralizagdo com Na,COs3

(Geary et al., 1981). Os resultados estao expressos em mg/g de tecido.

Todos os radioimunoensaios que serdo descritos abaixo foram
realizados no setor de radioimunoensaio do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (HCPA):
4.4. Radioimunoensaio para IGF-I

O IGF-I foi medido apos extracao a partir do soro com etanol acido (40
uL de soro e 160 uL de etanol acido). A mistura foi incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente e centrifugada. Cem (100) yuL do sobrenadante foram
neutralizados 1:6 antes da andlise. O IGF-lI sérico foi determinado por
radioimunoensaio (RIA) usando um Kit IGF-I RIA (DSL-2900 Mouse/Rat IGF-I
RIA Kit, Diagnostic Systems Laboratories, Inc, USA).

Principio do teste:

Radioimunoensaio por competicdo de fase liquida entre o antigeno
marcado (I***Ag) e o antigeno da amostra (Ag) pelo anticorpo. A quantidade de
1'®Ag ligado ao anticorpo foi inversamente proporcional & concentracdo do Ag
presente. A separacéo do 1'®Ag livre e do ligado ao anticorpo foi realizada

usando um segundo anticorpo.
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4.5. Radioimunoensaio e Elisa para IGFBP-I

Os niveis de IGFBP-I séricos foram determinados utilizando uma técnica
imunoradiométrica two-sites (IGFBP-I IRMA, DSL-7800, Diagnostic Systems
Laboratories). A sensibilidade da técnica foi de 0,5 ng/mL. No entanto, devido
a especificidade da técnica (kit para humanos), os dados ndo puderam ser
aproveitados e foi utilizada entdo a técnica de Elisa, através do KIT 1B59128

(Diagnostic Systems Laboratories, INC, USA).

Principio do teste:

A Proteina carreadora do IGF-I foi dosada pelo método de ELISA,
ensaio imunossorvente ligado a enzima (Active®Total IGFBP-1 ELISA, DSL,
Diagnostic Systems Laboratories, INC, USA). Foi um ensaio sanduiche
enzimaticamente amplificado de dois passos. No ensaio, padrfes, controles e
amostras foram incubados em tiras com poc¢os de microtitulagdo que foram
revestidos com anticorpos anti IGFBP-l. Ap6s incubacdo e lavagem, o
anticorpo de deteccdo anti IGFBP-I marcado com a enzima horseradish
peroxidase (HRP) foi adicionado a cada poc¢o da placa. Um segundo passo de
incubacdo e lavagem foi realizado, e adicionado o0 substrato
Tetrametilbenzidina (TMB) a cada poc¢o da placa. Por ultimo, uma solugéo
acida foi utilizada para encerrar a reacdo. Procedeu-se a leitura das
absorbéancias a 450 nm de comprimento de onda. A absorbancia medida foi

diretamente proporcional a concentracdo de IGFBP-I nas amostras.
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Sensibilidade: 0,25 ng/mL.
CV intra-ensaio: 4,6%

CV inter-ensaio: 7,6%

4.6. Radioimunoensaio para horménio do crescimento (GH)

O GH foi dosado com o kit Linco’s Research Rat Growth Hormone
radioimmunoassay (RGH- 45 HK). Foi feito um radioimunoensaio de fase
liquida por competicdo. Uma concentracéo fixa de antigeno marcado com 1'%
foi incubada com uma diluicAo constante de anticorpo, de maneira que
somente 50% do antigeno marcado pode se ligar ao anticorpo. Quando um
antigeno ndo marcado foi adicionado ao sistema, ocorreu uma competicao
entre 0os dois antigenos pelo limitado e constante nimero de sitios de ligacao
do anticorpo. A concentracdo de antigeno marcado que se ligou ao anticorpo
decresceu conforme a concentracdo de antigeno ndo marcado aumentou. Um
segundo anticorpo foi adicionado para separar o antigeno marcado ligado a
reacdo, do antigeno marcado livre. Foi realizada uma curva padrdo de
concentracfes conhecidas, através da qual, foi calculada a concentracdo das

amostras e controles.

Sensibilidade: 0,5 ng/mL.
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4.7. Radioimunoensaio para corticosterona

A Corticosterona foi dosada com o kit Coat-a-Count Rat Corticosterone
In-vitro Diagnostic test (DPC- Diagnostic Products Corporation, USA). Foi feito
um radioimunoensaio de fase sélida, no qual a corticosterona de rato marcada
com I'* compete por um tempo fixo com a corticosterona da amostra pelos
sitios do anticorpo. O anticorpo encontra-se imobilizado na parede do tubo,
entdo a separacdo da fracdo de antigeno marcado com 1'% ligado ao anticorpo
e a livre se deu por decantacao.

Sensibilidade: 5,7 ng/mL

CV intra-ensaio: 12,2%

CV inter-ensaio: 14,9%.

4.8. Extracdo do RNA total para determinacdo da expressao

génica do IGF-l e seu receptor

Amostras de musculo esquelético e figado foram homogeneizadas e
lisadas com um (1) mL do reagente Trizol® (Invitrogen, Life Tecnologies),
seguindo uma adaptacéo do protocolo do fabricante, jA padronizada em nosso
laboratorio. Incubou-se o homogeneizado em microtubos de 2 mL a 15-30°C
por 5 minutos, adicionou-se 0,2 mL de cloroférmio por cada mL de Trizol e
agitaram-se as amostras vigorosamente por 15 segundos (em vortex),
incubou-se por 3 minutos a 15-30°C. Em seguida foram centrifugadas as

amostras a 12000 x g por 15 min a 4°C para separar a mistura em fase



49

fendlica, interface e fase aquosa. A fase aquosa foi transferida para novos
microtubos, e precipitou-se 0 RNA com 1 mL de alcool isopropilico a -20°C por
cerca de 24 horas. Centrifugou-se entdo a 12000 x g por 10 min a 4°C,
removendo o sobrenadante e lavando o precipitado com 1 mL de etanol 75%
gelado. Centrifugou-se novamente a 8000 x g por 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado ficou em temperatura ambiente
até secar. O RNA foi redissolvido em &gua ultrapura, tratada com DEPC (10 a
30 pL), e incubado por 10 min a 60°C, seguido de banho de gelo por 1 min
para quantificacdo das amostras e estocagem a -20°C. Para a quantificacao,
aliquotas de 1 uL da solucdo de RNA das amostras foram diluidas em 499 uL
de agua com DEPC e lidas em duplicata em um espectrofotbmetro para acidos
nucléicos (GeneQuant), nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A
pureza do RNA foi considerada satisfatoria quando a razao das absorbancias a
260 e 280 nm foi superior a 1,6. Considerando que uma unidade de
absorbancia a 260 nm corresponde a 40 ug de RNA por mL de solugéo, a
concentracdo de RNA na soluc¢éo original foi calculada pela férmula:

[RNA] = Azeo X D x 40 pg/mL

Onde: A= absorbancia e D= diluicdo da aliguota usada para a

quantificacéo.
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4.8.1. Reacdo em cadeia da polimerase a partir de transcricao
reversa (RT-PCR) para determinacdo da expressao génica do IGF-1 e IGF-

Ir

A avaliacdo da expressdo do mRNA dos fatores em estudo foi realizada
a partir da técnica da reacdo em cadeia da polimerase a partir de transcricdo
reversa. A técnica consistiu em duas etapas, sendo a primeira a transcricao
reversa do mRNA mensageiro a DNA complementar (cDNA), o qual foi
submetido a Reacdo em Cadeia da Polimerase, que permitiu a quantificacdo

do cDNA submetido a amplificacéo pela enzima Taq DNA Polimerase.

4.8.2. Sintese do cDNA

A sintese do cDNA (DNA complementar) foi feita a partir de 1 ug de RNA total,
utilizando oligonucleotideo (primer) complementar a cauda poli-A caracteristica
do mRNA, produzindo um cDNA mais puro, exclusivamente a partir do mRNA.
Considerando que a fracdo do mRNA corresponde a aproximadamente 2-3%
do RNA total, estimou-se que 1 ug de RNA total dariam origem a 20 ng de
cDNA. O kit usado para sintese do cDNA foi o Super Script First- Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). O RNA foi inicialmente desnaturado
a 65°C por 5 minutos juntamente com o primer Oligo (DT)12-18 e os
desoxirribonucleotideos (dNTPs). Em seguida foi adicionada uma mistura
contendo tampé&o Tris-HCI 200 mmol/L pH 8,4 com KCI 50 mmol/L, MgCl, 25
mmol/L, DTT 0,1mol/L e 40 unidades (U) da enzima RNase OUT, e incubado

por 2 minutos a 42°C. Apods, foram adicionadas 50U da enzima transcriptase
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reversa, seguindo-se um periodo de incubacéo a 42°C por 50 min. ApGs nova
desnaturacao a 70°C por 15 min para inibir a atividade enzimatica, a mistura foi
incubada com 2U da enzima Rnase H de E. coli por 20 min a 37°C para
destruir o RNA remanescente. A reacdo de sintese do cDNA totalizou um
volume de 21 puL, que foi armazenado a -20°C até a amplificacdo por PCR

(Branchini et al., 2009).

4.8.3. Protocolo geral da PCR

As reacfes foram feitas num volume final de 50 pL seguindo uma
adaptacdo do protocolo sugerido pela Invitrogen, Life Technologies. As
amostras de 2 uL cDNA (correspondentes a 2 ng de cDNA) foram inicialmente
desnaturadas a 94°C por 2 minutos na presenca de Tris-HCI 20 mmol/L pH 8,4
com KCI 50 mmol/L e cloreto de magnésio 50 mmol/L. Apds esse
procedimento, conhecido como hot start, os tubos foram imersos em gelo e
receberam 10 pL de uma mistura contendo as mesmas concentracfes de
tampdo e MgCl,, acrescida dos oligonucleotideos especificos sense e
antisense, da mistura de dNTPs e da enzima Taq DNA Polimerase (Schneider
et al., 2009). Os volumes e as concentracoes finais dos reagentes utilizados na

PCR estao relacionados na tabela 1.
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Tabela 1. Protocolo geral para as reacdes de PCR, utilizando o “hot start”.

Mix inicial Pés Hot start  Volume Final Conc. final

Agua 32,8 uL 6,4 uL 39,2 uL -
Tampao 10X 4L 1puL 5L 1x
MgCl, 50mmol/L 1,2 uL 0,3 uL 1,5uL 1,5 mmol/L
dNTP  mix (10mmol/L

- 1uL 1uL 0,2 mmol/L
cada)
Primer sense (10pmol/L) - 0,5 pL 0,5 pL 100 nmol/L
Primer antisense

- 0,5 uL 0,5 uL 100 nmol/L
(10pmol/L)
cDNA 2 uL - 2 uL -
Taq (5Ul/pl) - 0,3 uL 0,3 uL 30 mUl/uL
Volume final 40 uL 10 pL 50 pL -

Para eliminar qualquer diferenca de massa existente entre as amostras,
0 que poderia alterar os resultados, as mesmas foram amplificadas para o
gene da -actina, um gene constitutivamente expresso no rato e que nao sofre
alteracdes por exercicio fisico ou suplementacdo de carboidratos.

Os oligonucleotideos (primers) utilizados para a amplificacdo dos
fragmentos de cDNA especificos para cada mRNA em estudo foram
desenhados com o programa Primer 3 e testados em relacdo a identidade da
sua sequéncia com a sequéncia do gene em questdo. A tabela 2 resume a
localizacdo e a sequéncia dos oligonucleotideos utilizados neste estudo, bem
como o tamanho dos fragmentos de cDNA amplificados. Os oligonucleotideos
para o gene da B-actina foram sintetizados pela Invitrogen, Life Technologies,

e os para os genes do IGF-I e IGF-Ir, pela Gene Link.
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Tabela 2. Caracteristicas dos primers utilizados para a amplificacdo dos fragmentos

especificos de cDNA.

Gene Nucleotideos Sequéncia Fragmento
B-actina
Sense 457 - 477 5" ACCTTCAACACCCCAGCCATG 3’
309 pb
Antisense 765 — 745 5" GGCCATCTCTTGCTCGAAGTC 3
IGF-I
Sense 49 — 68 5' TGCTTGCTCACCTTTACCA 3'
212 pb
Antisense 260 - 241 5 TACATCTCCAGCCTCCTCA 3
IGF-Ir
Sense 3238 — 3258 5' CGGTTGCTGGGTGTAGTATC 3'
201pb

Antisense 3438 — 3418

5 CTTGTTGGCATTGAGGTAGG 3'

49. Céalculo do tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi calculado a partir dos dados de Lavoie, Fillion

et al. (2002) para um nivel de significancia de P < 0,05 e um poder de amostra

de 80% e para que a diferenca entre as médias seja de 1500 unidades

arbitrarias, o nimero de ratos necessario estabelecido é de cinco (5) animais

por grupo, utilizando os pontos de 0 e 45 minutos da dosagem de IGFBP-I

(Lavoie et al., 2002).
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4.10. Analise Estatistica

O teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e o teste de
esfericidade de Mauchly foram aplicados. Foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) para comparagdo das médias das amostras. O teste t foi utilizado
como post hoc para as variaveis paramétricas (PCR IGF-Ir dos tecidos
gastrocnémio e figado; PCR IGF-1 dos tecidos gastrocnémio e figado;
Glicogénio do figado, gastrocnémio e soleo; IGF-I sérico; Corticosterona
sérica). O teste de Mann Whitney foi utilizado para as variaveis néo
paramétricas (PCR IGF-Ir do musculo séleo; PCR IGF-I do musculo soleo; GH
sérico). Os valores diferentes no tempo zero, como 0S encontrados para a
glicemia, foram ajustados por uma andlise de covariancia (ANCOVA). Todos os
dados foram processados e analisados com a ajuda dos programas PEPI 3.0 e

SPSS 17.0. Dados foram considerados como significativos se P < 0,05.

4.11. Aspectos éticos e de biosseguranca

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre e foi realizado de acordo com as recomendacfes
das Normas Internacionais de Protecdo aos Animais e do COBEA (Cddigo
Brasileiro de Experimentacdo Animal) - 1988, concordando com o Guia de
Cuidados e Utilizacdo de Animais de Laboratério do National Institutes of
Health (NIH). O laboratério onde foram realizados os experimentos é

credenciado no CNEN (AP-0875), e cumpre a legislacdo recomendada.
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A higienizacdo dos insumos utilizados com 0s animais era sempre
realizada com detergente clorado e agua quente (aproximadamente 70°C para
as caixas dos animais). Os bebedouros e grades eram submetidos a processo
de esterilizacdo por calor seco e a maravalha era esterilizada em autoclave a
vapor.

Quanto ao uso de Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) era
obrigatdrio o uso de propés e gorro para acessar a Unidade de Experimentacéo
Animal. O uso de avental exclusivo e luvas sempre foram exigidos quando
havia a manipulacdo de animais. Mascaras e 6culos foram utilizados quando
havia risco de contaminacgao por sangue e secrec¢des.

As carcacas dos animais foram congeladas em sacos plasticos,
identificados com os procedimentos a que foram submetidas e armazenadas a
—20°C. Diariamente, os animais de descarte e produtos oriundos das pesquisas
assim como os dejetos dos animais eram recolhidos por empresa terceirizada
(Aborgama), que atende o HCPA, obedecendo as normas vigentes para

descarte de material biologico.



5. RESULTADOS

5.1. Massa Corporal
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Todos os ratos ganharam massa durante o treinamento, uma vez que

foram meses de experimentos, e os valores apresentados na tabela 3 (média

+/- desvio padréo) referem-se ao ultimo dia (pré-exercicio fisico agudo).

Tabela 3. Massa corporal e concentracdo de glicogénio dos animais nos distintos grupos

Massa Glicogénio Glicogénio Glicogénio
Grupo (9) Figado Gastrocnémio Séleo
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
SNS 336,4 + 29,90 3,06 + 1,68 0,07 + 0,05 0,47 +0,11
SNC 359,8 + 48,94 2,66 +1,64 0,08 + 0,04 0,28 £ 0,01
SEC 375,0 £ 29,86 1,71+ 1,44 0,02+ 0,01 0,22 +0,11
SES 362,4 + 33,09 0,44+0,41 0,04 + 0,04 0,14 + 0,07
TNS 359,0 £ 33,81 2,44 +113 0,11 + 0,06 0,47 £ 0,13
TNC 342,8 + 51,49 3,75+£1,93 0,05+ 0,03 0,43 +0,17
TES 323,8 +7,60 3,53+1,78 0,04 + 0,02 0,18 £ 0,17
TEC 324,2 £ 21,22 5,77 £1,39 0,04 + 0,02 0,37 £ 0,23

Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n=5/grupo)

Legenda dos grupos:

TEC — treinado, exercitado, com suplementacao de carboidrato

TES - treinado, exercitado, sem suplementacéo de carboidrato

TNC - treinado, n&o exercitado, com suplementagéo de carboidrato

TNS — treinado, néo exercitado, sem suplementacéo de carboidrato

SEC - sedentario, exercitado, com suplementagéo de carboidrato

SES - sedentario, exercitado, sem suplementacéo de carboidrato

SNC - sedentério, ndo exercitado, com suplementacdo de carboidrato

SNS - sedentério, ndo exercitado, sem suplementacdo de carboidrato
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5.2. Glicogénio

A média das concentracdes de glicogénio € mostrada na tabela 3.
O glicogénio hepatico demonstrou uma maior concentracdo em ratos
treinados (T) quando comparados aos ratos sedentarios (S) (P = 0,002) apds

60 min de exercicio fisico intermitente de alta intensidade (figura 8).
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Figura 8. Glicogénio Hepético

* P =0.002
S: Ratos sedentarios

T: Ratos treinados
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Este proporgdo continuou mesmo quando comparados apenas 0s ratos
que se exercitaram, sendo maior em TE do que em SE (P = 0,001). Se
considerada também a suplementacdo com carboidratos esta relacdo se
mantém, tendo o grupo TEC uma maior concentracédo de glicogénio no figado
do que o SEC (P = 0,002). J&4 o grupo nao suplementado TES tem mais
glicogénio no figado do que os ratos do grupo SES (P = 0,005).

Tanto nas amostras de tecido hepatico quanto nas de tecido muscular o
glicogénio é maior nos nao exercitados do que nos exercitados (S+T) (P =

0,001).

5.3. Glicemia

A média das glicemias é mostrada na tabela 4.

N&o houve variacdo na concentracdo glicémica em TO, T60 ou delta.



Tabela 4. Resultados das variaveis séricas nos grupos
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Glicemia (T0) Glicemia Lactato Lactato IGF-1 GH Corticosterona
Grupo (mg/dL) (T60) (TO) (T60) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(mg/dL) (mmol/L) (mmol/L)
SNS 96,2 +13,1 90,2+7,2 1,8+0,5 15+0,3 3457,7+1128,9  22,3+39,3 522,7 £134,9
SNC 104,2 + 18,4 96,2+ 15,4 16+04 1,3+0,1 2732,6 +891,7 86,6 +132,2 513,1+270,2
SEC 110,0 £ 23,4 137,6 + 32,6 16+04 1,4+0,6 2800,0 + 469,1 2,2+0,7 683,3 £40,3
SES 93,4+10,4 134,2 + 22,5 1,7+0,7 19+11 3628,2 + 1619,8 25+0,8 677,5+69,7
TNS 127,0+ 34,4 127,0+ 34,4 1,8+0,4 16+05 2977,6+14414 144+157 440,2 + 77,6
TNC 116,2 + 23,7 151,6 +59,3 1,8+0,3 1,4+04 2277,4 +897,3 10,7 12,7 380,8 +£136,8
TES 102,2 + 13,6 167,8+51,9 1,2+0,25 2,0+1,0 3146,7 £ 993,1 26+17 571,3+274,9
TEC 134,8 + 48,2 159,0 + 35,5 21+04 2,2+0,6 3134,3 +1177,1 8,3+12,4 530,5 + 63,8

Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n=5/grupo)

Legenda dos grupos:

TEC - treinado, exercitado, com suplementacédo de carboidrato

TES - treinado, exercitado, sem suplementacgéo de carboidrato

TNC - treinado, ndo exercitado, com suplementagéo de carboidrato

TNS — treinado, ndo exercitado, sem suplementacéo de carboidrato

SEC - sedentario, exercitado, com suplementacdo de carboidrato

SES - sedentério, exercitado, sem suplementacéo de carboidrato

SNC - sedentério, ndo exercitado, com suplementagéo de carboidrato

SNS - sedentario, ndo exercitado, sem suplementacao de carboidrato

5.4.

Lactato

A média das concentracdes séricas de lactato € mostrada na tabela 4.

O lactato sanguineo medido pré-exercicio fisico ndo demonstrou

diferencga entre os grupos. Apds 60 min de exercicio fisico, se considerada toda

a amostra, apenas 0s grupos sedentarios (S) apresentaram concentracéo

sérica diferente em relacdo aos treinados (T). Se comparados sedentarios e

treinados exercitados (SE+TE) e n&o exercitados (SN+TN), os exercitados tem

maior variacdo do lactato (delta) (P = 0,013) (Figura 9).
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Figura 9. Variacdo do Lactato (T60 — TO).

X P=0.013
SN + TN: Ratos treinados e sedentarios que ndo se exercitaram de forma aguda

SE + TE: Ratos treinados e sedentarios que se exercitaram de forma aguda

5.5. Horménio do crescimento (GH)

A média das concentracfes séricas de GH é mostrada na tabela 4.
O GH total apresentou diferenga nos grupos que néo se exercitaram no
dia do experimento (SN+TN) em relacdo aos que se exercitaram (SE+TE)

(Figura 10) (P = 0,028).
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Figura 10. Concentracdo sérica de horménio do Crescimento (GH)

¥ p=0.028
SN + TN: Ratos sedentarios e treinados que ndo se exercitaram

SE + TE: Ratos sedentarios e treinados que se exercitaram

5.6. IGF-Il sérico

O IGF-I sérico ndo apresentou diferenca estatistica significativa em

nenhum dos grupos estudados (tabela 4).

5.7. Corticosterona

7

A média das concentragBes séricas de corticosterona € mostrada na

tabela 4.
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A corticosterona, que € o0 horménio relacionado ao estresse nos
roedores apresentou, conforme esperado, valores superiores nos animais
sedentarios (P = 0,030). Estes valores superiores também foram
diagnosticados nos ratos que foram submetidos ao exercicio fisico agudo, visto
ser esta uma forma de estresse tanto em treinados quanto em sedentarios
(S+T) (P = 0,005). A concentragdo encontrada € 23% maior (680,43 ng/mL) nos

sedentarios (S) do que nos treinados (T) (550,92 ng/mL).

5.8. IGFBP-I|

A proteina transportadora IGFBP-I, medida no soro, apresentou
diferenca apenas quando comparados os grupos TNS e SNS (p<0,001). O
grupo TNS (1,106 ng/mL) apresentou valores, em média, 36% maiores que 0

SNS (0,810 ng/mL).

5.9. RT-PCR

A expressdao génica do IGF-l no musculo gastrocnémio de ratos
treinados € maior do que nos animais sedentéarios (P = 0,002) (figura 11). Esta
relacdo parece ser devida ao treinamento e ndo ao exercicio fisico agudo de
forma isolada, visto que a expresséo génica do IGF-1 no masculo gastrocnémio

€ maior em TE do que em SE (P = 0,001).
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Figura 11. Expressdo génica do IGF-1 no musculo gastrocnémio (Sedentarios X

Treinados).

Acima: Gel representativo mostrando os produtos da amplificagdo por RT-PCR do IGF-1 e 8-
actina (esquerda = marcador de peso molecular). Abaixo: Medianas e intervalo interquartil da
razdo IGF-1/B-actina (unidades arbitrarias).

X P=0.02
SE: Ratos sedentérios, exercitados

TE: Ratos treinados, exercitados

Esta diferenca parece ser proveniente dos grupos sem suplementacgéao,
visto que TES tem maior expresséo génica de IGF-I no musculo gastrocnémio

que o SES (p < 0,001). Além disso, dentre 0os animais treinados, 0s animais
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sem suplementacdo tem uma maior expressao génica de IGF-Ir e de IGF-1 no
musculo gastrocnémio. (P = 0,037 e P = 0,004, respectivamente).

No grupo sedentario essa relacdo se inverte e o grupo SNC tem a
expressao génica do IGF-I no gastrocnémio maior que o SNS (P = 0,007).

No tecido hepatico, a expressao génica do IGF-I de ratos sedentarios é
maior (p = 0,024) do que nos treinados. Esta relacdo € mantida se
considerados apenas 0s que sofreram exercicio fisico agudo. Sedentéarios
Exercitados (SE) tem maior expresséo génica de IGF-I do que TE (P = 0,031)
(Figura 12). Esta diferenca se anula quando suplementados, mas € mantida no
grupo sem suplementacdo. O grupo SES tem maior expressao génica de IGF-I

no figado que o TES (P = 0,012).
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Figura 12. Expresséo génica do IGF-1 no figado de ratos exercitados.

Acima: Gel representativo mostrando os produtos da amplificacdo por RT-PCR do IGF-1 e 8-
actina (esquerda = marcador de peso molecular). Abaixo: Medianas e intervalo interquartil da
razdo IGF-1/B-actina (unidades arbitrarias).

XX P=0.003
S: Ratos Sedentérios

T: Ratos Treinados

No caso do tecido hepatico, a suplementacdo entre os sedentérios ndo
exercitados (SN) parece fazer com que haja maior expressao de IGF-I e IGF-Ir

no SNC do que no grupo SNS (P = 0,026 e P = 0,023, respectivamente).
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5.10. IGF-I Soleo

A expressao génica de IGF-1 no musculo s6leo € maior em SE do que
em TE (P = 0,049), o que faz com que este coincida com as caracteristicas
apresentadas pelo tecido hepatico. Esta caracteristica parece ser devida
principalmente aos grupos nao-suplementados visto que os ratos do grupo SES
tém maior expressao génica de IGF-I no séleo do que os do grupo TES (P =
0,047).

A Figura 13 mostra que se considerados juntos 0s grupos que nao se
exercitaram no dia do experimento (SN+TN) contra 0s que se exercitaram
(SE+TE) hé diferenca na expressao génica de IGF-I e IGF-Ir do musculo séleo

(Figura 14) (P = 0,010, P =0,021).
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Figura 13. Expresséo génica do IGF-1 e IGF-1r no musculo séleo.

Acima: Gel representativo mostrando os produtos da amplificagdo por RT-PCR do IGF-1 e 8-
actina (esquerda = marcador de peso molecular). Abaixo: Medianas e intervalo interquartil da
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% P=0.021
SN + TN: Ratos sedentérios e treinados que ndo se exercitaram

SE + TE: Ratos sedentarios e treinados que se exercitaram
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6. DISCUSSAO

O exercicio fisico é caracterizado por diversas alteracdes no perfil
metabdlico dos individuos praticantes. O presente experimento demonstrou
que o exercicio fisico intermitente € uma boa estratégia de melhoria do
condicionamento fisico em ratos, o que fica bem demonstrado a medida que, a
cada novo teste maximo, novas velocidades maximas de treinamento eram
estabelecidas, sendo estas maiores que as anteriores. Inicialmente, os estudos
relativos as variaveis enddcrinas se voltavam quase que em sua totalidade
para o exercicio fisico onde predominasse o metabolismo aerébio, pois as
bases da fisiologia do exercicio fisico preconizavam que esta seria a melhor
forma de se obter algum beneficio para a salde associado a uma reducao na
gordura corporal total (Gwinup, 1987; Sasaki et al., 1987). Em seguida,
percebeu-se que boa parte dos individuos que se mantém em uma pratica
regular o faz através de exercicios fisicos que intercalam intensidades. O
exercicio fisico intermitente de alta intensidade além de ser uma forma de
trabalho fisico de alto gasto cal6rico tem se mostrado também uma forma de
aumentar a adesdo dos praticantes, visto mostrar-se mais prazeroso que o
trabalho aerdbio convencional (Zelasko, 1995). Assim, o presente estudo
analisou as respostas enddécrinas, em um modelo animal, simulando esta
modalidade de exercicio fisico muito praticada em clubes, academias e centros
de treinamento, ja que a forma ciclica com que as rotas metabdlicas séo

estimuladas no exercicio fisico intermitente parece exercer efeitos
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diferenciados daqueles observados quando considerado apenas 0 exercicio

aerobio.

O eixo GH/IGF-I modula ou altera diversas respostas metabodlicas do
organismo e o exercicio fisico influencia de diversas maneiras a producéo e
secrecdo de GH e IGF-I, mas, nos experimentos acerca de tais alteracdes
varios cuidados precisam ser tomados. Experimentos que contemplem apenas
0 exercicio fisico agudo podem nao ser representativos de condi¢cdes reais,
pois, em geral, eles falham em alcancar condicbes de aumento compensatorio
na ingestdo energética (Harrison et al.,, 2009). A validade de estudos
relacionados a exercicio fisico que nao controlam rigorosamente o balanco
energético tem sido questionada, visto que o déficit energético pode ter
profundos efeitos no metabolismo. Além disso, a relacdo do exercicio fisico
com o perfil metabdlico tipicamente examina os efeitos de uma sessao Unica de
exercicio fisico, o que pode comprometer o resultado encontrado quando o
mesmo é extrapolado (Harrison et al., 2009).

Estudos realizados em animais também possuem limitacdes
consideraveis e torna-se bastante importante manté-las sempre em mente
guando os resultados sdo analisados. Além disso, ressalta-se que o presente
estudo é bastante invasivo e tornar-se-ia de dificil aplicagdo em humanos.
Ainda, a manutencdo de uma dieta similar e padrbes similares de exercicio
fisico em grupos de humanos tornariam este experimento de dificil execucgao.
No entanto, cabe lembrar que j& existem diversos paralelos entre alterages de

IGF-1 em humanos e ratos apoés intervencdes semelhantes (Kenyon, 2010).
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Uma caracteristica bastante importante do presente estudo € a utilizacéao
do ciclo claro/escuro invertido. Sabe-se que 0s ratos possuem um ciclo
biolégico que torna seu metabolismo mais intenso a noite (escuro). Sendo
assim, fazer com que ratos que estdo em um local claro (normalmente
dormindo) facam exercicio fisico é uma forma bastante agressiva. Esta,
normalmente, produz reducdo do desempenho e alteracbes hormonais
condizentes com o periodo noturno. Portanto, as alteracbes presentes neste
estudo nos parecem mais condizentes com a realidade da pratica de exercicio
fisico. Por isso, conseguimos respostas possivelmente mais aptas para
extrapolacdo. Os aumentos de velocidade detectados mensalmente pelo teste
maximo, embora de forma indireta, mostram que os animais dos grupos
treinados vinham ganhando condicionamento de forma rapida.

Sobre as analises relacionadas a concentracdo de glicogénio tecidual
(muscular e hepatica), o conhecimento recente, relacionado as concentracdes
de glicogénio durante a pratica de exercicio fisico, é bastante baseado nas
medidas da concentracdo de glicogénio no tecido muscular misto. No entanto,
0s musculos sdo compostos por unidades motoras tipo | e tipo Il que exibem
varias propriedades metabdlicas diferenciadas (De Bock et al., 2007). No séleo
predominam as fibras do tipo I, no tibial anterior 2/3 das fibras sdo do tipo II.
Alguns muasculos, como gastrocnémio apresentam um predominio de fibras tipo
Il. Todavia na cabeca medial do gastrocnémio ocorrem trés tipos de fibras,
distribuidas em um padrdo de mosaico, semelhante ao encontrado no musculo
humano. Nosso estudo procurou utilizar dois tipos de musculos para que se

obtivessem respostas mais especificas de cada tipo de fibra. Os resultados
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encontrados corroboram dados da literatura demonstrando que o treinamento
intermitente aumenta a concentracdo basal de glicogénio hepatico (lvy, 1991;
Fournier et al., 2002; Hargreaves, 2004). A elevacado na concentracdo deste
polimero de glicose se mostrou independente da suplementacdo aguda, visto
estar presente nos animais treinados suplementados ou ndo, o que concorda
com estudo previamente apresentado (Tsintzas et al., 2003). No entanto, o
presente estudo falha em comprovar um possivel aumento na concentracado de
glicogénio em ambos os grupos musculares. Provavelmente esta auséncia de
elevacdo nas concentracdes deste polimero se deva justamente a esta
caracteristica de alternancia de rotas metabdlicas e, consequentemente, de
predominéancia de tipos de fibras predominantemente ativos.

O estimulo fisiolégico do exercicio fisico intenso induz um mecanismo
para rapida e marcante estimulacdo da oxidacdo dos substratos exdgenos
(provenientes da suplementacédo) (Welsh et al., 2002). Por esta razéo, a
ingestdo de carboidratos na forma liquida possibilita rendimento constante de
atletas de alto nivel em provas que envolvem diversas horas consecutivas
trabalho muscular intenso (Glaister, 2005). Ainda, a menor utilizacdo do
glicogénio muscular, propiciada pela utilizacao da glicose administrada via oral,
€ particularmente importante para o desempenho em ciclos de exercicio fisicos
breves, repetitivos e extenuantes, como o futebol e o basquete (Glaister, 2005).

No que diz respeito ao lactato sérico, se comparados sedentarios e
treinados exercitados (SE+TE) e ndo exercitados (SN+TN) durante sessenta
minutos, os exercitados tem maior variagao do lactato (delta), o que difere este

resultado de outro do nosso grupo de pesquisa (Giesel et al., 2009), embora
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ambos mostrem uma prevencao dos picos de lactato no decorrer do exercicio
fisico intermitente em ratos treinados. O pequeno aumento provavelmente deva
ser oriundo do aumento do tempo total de exercicio fisico que neste estudo é
de sessenta minutos, reduzindo a taxa de oxidacdo do lactato nos tecidos que
participam do turnover deste (coracdo, figado e fibras tipo ). Quando
considerados todos o0s grupos sedentarios e 0s grupos treinados, 0s
sedentarios apresentam concentracbes superiores de lactato sérico, no
entanto, outros estudos verificaram valores mais altos de lactato em sessdes
de alta intensidade intercaladas com periodos de recuperacdo, sendo as
catecolaminas plasmaticas o fator mais provavel de associacdo com o aumento
nestas concentragoes (McAllister, 1998; Watt et al., 2001).

Além deste, outro fator de extrema importancia quando se discute a
presenca do lactato no soro de ratos submetidos a exercicio de alta intensidade
€ a suplementacdo com glicose. Sendo o lactato um substrato energético de
conhecido valor, sua presenca fica diretamente ligada a presenca ou nao de
outras fontes energéticas prontamente oxidaveis (Lecoultre et al., 2010;
Rasmussen et al., 2010).

O GH mostrou alteragcbes apenas quando comparados 0S grupos
exercitados versus ndo exercitados. ApG6s a pratica do exercicio agudo, o0s
grupos submetidos ao mesmo tiveram uma menor concentragcdo de GH. Isto
mostra que também este possui apenas alteracfes de producdo na pratica de
forma aguda, mas parece ter suas concentragOes basais recuperadas, ou
poder-se-ia dizer aumentadas quando a pratica acontece de forma cronica.

Ainda quando comparados 0s mesmos grupos que incluem os ratos nao
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exercitados e comparando-os ao exercitados (SN+TN X SE+TE), verifica-se
que ha diferenca na expressdo génica de IGF-l e IGF-Ir do musculo soéleo,
sendo ambas as expressfes menores nos ratos exercitados de forma aguda.
Além das acbes do hormdnio do crescimento mediadas pelo IGF-I o
horménio do crescimento também possui efeitos diretos em tecidos especificos
e/ou de forma sinérgica com IGF-I. Neste experimento, a expressao génica do
IGF-I no musculo gastrocnémio de ratos treinados mostrou-se superior aquela
apresentada pelos animais sedentarios. Esta se mostrou mais especificamente
relacionada ao exercicio fisico agudo e ndo ao treinamento de forma isolada.
Tal constatacdo deve-se ao fato de que a diferenca na expressao génica do
IGF-I no musculo gastrocnémio € maior em TE do que em SE, mas nao se
mostra diferente quando comparados TN e SN. Dados como este demonstram
gue, se estas respostas encontradas na presente pesquisa puderem ser um dia
extrapoladas para os seres humanos a expressao de IGF-I no exercicio fisico
agudo possui efeitos que, dentro do esperado, contrariam as concepcoes de
qualidade de vida, por se tratar de um fator de estresse para o organismo. No
entanto, o treinamento parece, também neste aspecto, reverter os valores
encontrados no exercicio fisico agudo, transformando-os em algo mais préximo
do que seria esperado para a saude. Este achado concorda com estudos
recentes que mostram uma grande lacuna no conhecimento a respeito das
implicagcdes do exercicio fisico agudo para a qualidade de vida (Ploeger et al.,
2009) e enfatiza, mais uma vez, a necessidade de um programa de exercicios

fisicos em longo prazo.
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Analisando a afirmacao anterior e levando em conta o tecido hepético, a
expressao génica do IGF-I de ratos sedentarios € maior. Provavelmente este
aumento possa ser levado em consideracdo quando analisados os efeitos do
IGF-I sistémico aumentado em longo prazo. O IGF-1 é essencial para o
desenvolvimento e o crescimento de todos os vertebrados (Wood et al., 2005).
Além do seu papel no crescimento, o IGF-I é importante para o
desenvolvimento e maturacdo do sistema nervoso central, tecidos esqueléticos
e o0rgdo reprodutivos. Mas, niveis anormalmente altos de IGF-1 sé&o
encontrados, também, em varias células tumorais (LeRoith & Roberts, 2003).
Além disso, estudos epidemiologicos sugerem que altos niveis de IGF-lI sdo
fatores de risco para cancer de mama, prostata, colon e pulmdo (LeRoith &
Roberts, 2003). A expressao génica de IGF-I1 no musculo séleo é maior em SE
do que em TE, o que também concorda com as caracteristicas dos outros
tecidos.

As alteracfes na expressao génica hepatica parecem estar relacionadas
ao treinamento crbnico visto que sedentarios exercitados (SE) tém maior
expressao génica hepatica de IGF-I do que treinados exercitados (TE). Esta
diferenca ndo é evidente quando suplementados, mas € bastante clara nos
grupos sem suplementacdo. Isto mostra uma possivel relacdo do aporte
energético no IGF-I local. O grupo SES tem maior expressao génica de IGF-I
no figado que o TES.

Esta diferenca € significativa nos grupos sem suplementacdo, ou seja,
nao esta relacionada ao carboidrato ingerido quando comparados sedentéarios

e treinados, visto que TES tem maior expressao génica de IGF-1 no masculo
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gastrocnémio que o SES. Apesar disso, dentre os animais treinados, 0s
animais sem suplementacédo tem uma maior expressao génica de IGF-Ir e de
IGF-I no musculo gastrocnémio, o que demonstra uma possivel atenuacao
gerada pelos carboidratos no aumento da expressao génica.

No grupo sedentéario, essa relacdo se inverte e o grupo SNC tem a
expressao génica do IGF-I no gastrocnémio maior que o SNS. Tal relacéo
demonstra que os carboidratos também parecem influenciar de forma
significativa na expressdo génica de IGF-I, no entanto, o treinamento se
sobressai a esta e, a mesma, sO aparece quando se trata de grupos com
animais sedentarios.

Todas estas constatacdes demonstram que, conforme ja apresentado
em outros estudos, provavelmente exista uma necessidade de aumento na
producdo local de IGF-I no tecido muscular. Este aumento condiz com uma
necessidade de maior atividade autdcrina deste hormonio.

No que diz respeito ao IGF-I sistémico, alguns estudos mostram
aumento, diminuicdo e até auséncia de alteracbes do IGF-l1 apds exercicio
fisico crbnico. Esta ultima condiz com os resultados do presente estudo, que
mostrou apenas alteracbes de expressdo génica, mas nao encontrou
modificacdes séricas na concentracdo do mesmo (Mejri et al., 2005; Karatay et
al., 2007; Bouhlel et al., 2008). Estes achados sdo consistentes com a idéia
gue o IGF-I produzido localmente tem um papel predominante e pode inclusive
ter maior relevancia que o IGF-I circulante.

Se analisados para extrapolacdo, os dados relacionados a aptidéo fisica

mostram que os ratos deste estudo obtiveram uma grande melhora no VO,
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max. medido indiretamente pelo teste maximo. As concentracdes circulantes de
IGF-I, como ja descritas, estdo relacionadas também a continuidade e até ao
aparecimento de doencas, além das classicas funcdes no crescimento 6sseo e
densidade do mesmo. O IGF-I circulante também se mostra como um
marcador de saude e aptiddo fisica (Cannata et al., 2010). Isto tudo corrobora
possiveis respostas deste hormdnio ao balangco energético total e/ou ao fluxo
energético do sistema metabdlico, definido como o nivel absoluto de ingestdo
energética e gasto sob condicées de balanco energético (Zhu et al., 2005;
Haspolat et al., 2007). Esta afirmacéo poderia explicar diversas respostas do
IGF-I ao exercicio fisico agudo e ao treinamento com suplementacgéao, visto que
o fluxo energético e a ingestao energética sdo bastante variaveis nos grupos e
também na comparacao entre os diversos estudos afins. No que dizem respeito
ao exercicio fisico intermitente, as variagcbes de rotas metabdlicas podem
propiciar maior discrepancia ainda em relagdo aos protocolos mais estudados,

gue sao o exercicio fisico aerdbio e o anaerdbio.

O exercicio fisico é caracterizado por alteragcbes nos niveis de
horménios circulantes, os quais resultam em producdo aumentada de glicose
para corresponder as demandas energéticas corporais elevadas (Jeukendrup &
Jentjens, 2000). Durante o exercicio fisico prolongado, o glucagon aumenta
enquanto a insulina diminui. Além disto, a elevacdo nas concentracdes de
glicocorticéides durante o exercicio fisico poderia também levar a um aumento
na absorcédo intestinal de glicose (Shepherd et al., 2004). O impacto do

exercicio fisico no fluxo sanguineo esplancnico poderia potencialmente levar a
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alteracdes na absorcéo intestinal em exercicio fisico, sendo assim pequenas
mudancas na microcirculacdo dos vasos que perfundem o intestino poderiam

facilitar a absorcao de glicose (Leiper et al., 2005).

Por todas estas raz0es algumas caracteristicas ja descritas como
facilitadoras do esvaziamento gastrico e promotoras de uma melhor absorcéo
intestinal dos monossacarideos precisam ser consideradas. Como, por
exemplo, a temperatura do liquido e a concentracdo do mesmo, que foram
levadas em conta neste trabalho. Mas, ainda podem ser consideradas
limitagcbes, que venham a ser sanadas em um préximo experimento, outras
variaveis relacionadas a absorcéo intestinal.

No presente estudo, a corticosterona se apresentou elevada em todos
0S grupos exercitados. Quando duas situacfes sdo levadas em conta
associadas (estresse dos sedentarios + exercicio fisico agudo) sobrepde-se o
efeito do sedentarismo no aumento dos niveis de corticosterona, ja que, entre
os exercitados de forma aguda, o0s sedentarios apresentam maiores
concentracdes deste horménio (SEC>TEC).

Algumas discrepancias observadas entre os resultados dos diversos
estudos acerca do IGF-l e de suas proteinas ligantes podem ser explicadas
pelos diferentes niveis de treinamento, aptiddo fisica, composi¢cado corporal,
sexo, ciclo claro/escuro, protocolo de experimentacdo e idade das pessoas
e/ou animais pesquisados (Manetta et al., 2003). Isto dificulta a comparacéo
deste estudo com outros ja descritos. Como exemplo, poder-se-ia citar este

como O primeiro experimento a avaliar as respostas do eixo GH/IGF-I em
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exercicio fisico intermitente com ciclo de luz invertido. Isto faz com que as
pesquisas que incluem ratos treinados na luz possam ter sofrido influéncias

negativas desta caracteristica.

O IGF-I circula no sangue tanto livre (meia vida de mais ou menos 15 a
20 minutos) quanto ligado a proteinas de ligacdo especificas que prolongam a
meia vida do peptideo. Diversas IGFBPs ja foram identificadas e constituem um
elaborado sistema para regulacdo da atividade do IGF-I. Como o figado é a
fonte primaria de IGFBP-I, que pode atuar como um fator glicorregulatorio,
torna-se interessante estudar um paralelo entre a diminuicdo do glicogénio

hepatico durante o exercicio fisico e 0 aumento do IGFBP-I.

A proteina transportadora IGFBP-I apresentou valores maiores em TNS
do que em SNS. Tal caracteristica pode ser por um possivel aumento da meia-
vida plasmatica do IGF-I em ratos treinados (Hopkins et al., 1994; Frystyk,
2000), isto concordaria com a menor necessidade de producdo do mesmo
(baixa expressao génica) e com a ndo alteracdo da concentracdo plasmatica

deste hormonio na forma livre.

O IGF-l liga tanto seus receptores quanto suas proteinas
transportadoras com alta afinidade. O IGF-I é um importante fator envolvido na
proliferagcdo celular e no metabolismo. O IGF-I e as IGFBPs produzidos
localmente regulam o crescimento e diferenciacdo tecidual. As IGFBPs
parecem modular a acdo do IGF-I de diversas maneiras. Uma delas seria um

modelo inibitério no qual as IGFBPs sequestram o IGF-1 de seu receptor, outra
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forma é transportando o IGF-I até seu tecido alvo, a outra forma seria uma
independente do IGF-Ir através de uma interacdo direta com receptores de
IGFBP-I. As IGFBPs séo reguladas por diversos fatores endocrinos. O quanto
sua acao serd importante parece depender de sua concentracdo relativa ao
IGF-I. A modulacao dos niveis de IGF-I pelas IGFBPs € também regulada pelas
proteases dos IGFBPs que clivam estas em fragmentos de proteinas com baixa
afinidade pelo IGF-I, aumentando assim a biodisponibilidade deste hormdnio
Este processo leva a reducdo da inibicdo do crescimento pelas IGFBPs. As
IGFBPs tem acdes independentes do IGF-I jA descritas na apoptose e

sobrevivéncia celular (Perks & Holly, 2008).

Mais estudos sdo necessarios para que se possa, enfim, comprovar que
0 exercicio fisico, embora seja uma forma de estresse quando praticado de
forma aguda, pode, em longo prazo, estabelecer mudancas no eixo GH/IGF-I
gue permitam a prevencao e/ou tratamento de doencas cronico-degenerativas.
A extrapolacdo de pesquisas em animais dar-se-4 naturalmente com o
aumento do numero de experimentos nesta area. A compreensdo da
participacdo do IGF-I no metabolismo de carboidratos durante o exercicio fisico
propiciard, também, o desenvolvimento de estratégias para melhoria do
desempenho muscular. O efeito da manipulacdo de nutrientes na cinética e
metabolismo muscular durante a recuperacdo permanece bastante
inexplorado. Diversos estudos apontam para um aumento na sintese de
proteina muscular pos-exercicio fisico com suplementacdo de carboidratos

mais proteina, mas a grande maioria destes ndo € capaz de discernir se este
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aumento da massa magra € devido a um aumento no aporte protéico ou
simplesmente pelo aumento no consumo calérico (Koopman et al., 2007,
Beelen et al., 2008; Howarth et al., 2009).

A lacuna de pesquisas existente neste contexto e as préprias limitacdes
do presente estudo tornam clara a necessidade de que sejam cumpridas, pelo
menos, as etapas referentes as perspectivas deste trabalho para que se
comece a compreender melhor todas as interacdes que fazem parte dos
objetivos desta tese. Todo este papel de referéncia da nutricdo no treinamento
e no desempenho torna muito importante o estudo dos efeitos do treinamento
em um contexto nutricional que seja relevante para os atletas ou pessoas que

desejem uma vida mais ativa (De Bock et al., 2008).
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7. CONCLUSOES

Conclui-se que o0 exercicio fisico intermitente, quando praticado
5x/semana durante uma hora em ratos, € uma boa forma de treinamento. O
protocolo criado para este estudo demonstrou aumentar 0 consumo maximo
de oxigénio destes animais, visto que a cada novo teste maximo uma nova e
superior velocidade maxima era alcancada pelos animais treinados.

As outras conclusdes dar-se-do relacionando as hipéteses do
experimento com os resultados encontrados para cada uma das variaveis
apresentadas:

O exercicio fisico intermitente, apesar de ser praticado em alta
intensidade, previne picos de lactato sanguineo. Embora tenha havido um
aumento significativo no lactato sanguineo dos grupos exercitados, os valores
encontrados sdo bem inferiores aqueles relativos aos picos do exercicio fisico
anaerobio exclusivo.

Verificou-se que apenas no tecido hepéatico houve um aumento na
concentracdo de glicogénio armazenada, 0 que vai ao encontro da hipdtese
que sugere uma economia das fontes enddgenas de glicose. Ainda, o
exercicio fisico agudo se mostrou uma forma de aumentar a expressao génica
de IGF-1, ja com o treinamento esta variavel se inverteu, fazendo com que
houvesse uma reducdo nesta expressédo. Assim, concluimos que o exercicio
fisico agudo promove uma alteragdo no sentido de aumentar a expressao
génica de IGF-1 nos tecidos estudados e que o treinamento promove um efeito

inverso.
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O aumento da IGFBP-1 ocorreu somente quando comparados 0s ratos
treinados com os sedentarios (os treinados possuem maior concentracdo). No
entanto, este aumento sé € verificado quando comparados 0S grupos sem
exercicio fisico agudo e sem suplementacdo, ou seja, sem a interferéncia de
qualquer outra variavel que ndo o treinamento.

Entre os ratos treinados foi encontrada maior expressao génica de IGF-
Ir no musculo gastrocnémio daqueles que ndo receberam uma fonte exégena
de glicose. Além disso, os ratos ndo exercitados apresentaram, neste
experimento, niveis séricos de GH superiores em relacdo aos exercitados.

A corticosterona mostrou concentragcdes mais elevadas em ratos
sedentarios do que treinados, mesmo quando ambos os grupos foram
submetidos a exercicio fisico agudo.

Assim, verifica-se que o efeito agudo do exercicio fisico praticado em
cargas maximas pode, em alguns aspectos metabdlicos, produzir resultados
divergentes dos esperados em ratos. J4 o treinamento fisico tende a reverter

os resultados destas variaveis.
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8. PERSPECTIVAS

Poucos estudos mostram os fatores responsaveis pelas alteracoes

hemodindmicas geradas por esta forma de exercicio fisico, mas aprofundar

este conhecimento podera fazer com que se obtenha um esboco das relaces

do exercicio fisico intermitente com o crescimento, com a melhoria do sistema

imunoldgico, com a prevencdo de patologias e até mesmo com o tratamento

das mesmas. S&o perspectivas para a continuidade deste estudo:

Determinar a expressédo protéica de IGF-I e IGF-Ir no masculo e figado
de ratos submetidos ao mesmo protocolo;

Estudar o mesmo protocolo descrito com suplementacéo de creatina e
carboidratos;

Estudar o mesmo protocolo aumentando o tempo total de exercicio
fisico para duas (2) horas;

Estudar o mesmo protocolo utilizando duas sessdes diarias de exercicio
fisico;

Estudar o mesmo protocolo inserindo algumas analises de variaveis
relacionadas a absorc¢éao intestinal;

Estudar o mesmo protocolo inserindo a avaliagdo das melhorias da
atividade de algumas enzimas-chave no processo de treinamento.
Repetir as analises em humanos, adaptando as caracteristicas do

estudo as normas éticas aceitaveis.
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ABSTRACT

Introduction: Intermittent, high-intensity exercise and carbohydrate
supplementation are nonpharmacological methods of hormonal alteration
frequently used in the present day. Objective: To verify the effects of
administering a 10% glucose solution during high-intensity intermittent exercise
on gene expression and hormone serum concentrations in rats. Methods: 40
Male Wistar rats were divided into 8 groups: TEC (trained, exercised with
carbohydrate supplementation), TES (trained, exercised without carbohydrate
supplementation), TNC (trained, nonexercised with  carbohydrate
supplementation) TNS (trained, nonexercised without carbohydrate
supplementation), SEC  (sedentary, exercised with  carbohydrate
supplementation), SES (sedentary, exercised without carbohydrate
supplementation), SNC (sedentary, nonexercised with carbohydrate
supplementation), SNS (sedentary nonexercised without carbohydrate
supplementation). The exercise and/or training protocol consists of 1 minute
running on a treadmill at 110% of maximum test and 30 seconds at 40% of this
rate, for a total of 60 minutes (90 days training). Blood was analyzed for
glicemia, lactate, IGF-1, IGFBP-I, corticosterone and GH. Analyses of glycogen
and gene expression were carried out on the liver tissue and the soleus and
gastrocnemius muscles. Results: GH showed highest values in the non
exercised groups. The gene expression of IGF-I in the gastrocnemius muscle
was higher in trained than in the trained animals. Conclusion: Acute exercise in
rats may, in some hormones, produce different results from those expected,

since the prolonged training tends to reverse these concentrations.

Key words: intermittent exercise; hormonal alterations; carbohydrates.
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INTRODUCTION

Intermittent exercise is cyclic and relies on all energetic systems and is
presently the type of exercise most practiced in fithess clubs and training
centers. Carbohydrate supplementation is described in the literature as
promoting improvement in physical performance for those who do exercise
(Reznik Dolins et al., 2003; Jeukendrup, 2004). It is important to know what
effects physical training done with intermittent exercise and carbohydrate

supplementation has on endocrine responses.

Growth hormone (GH) is a hormone produced in a pulsating flow by the
anterior pituitary gland and is regulated by three peptides: GHRH (stimulus),
somatostatin (inhibitor) and ghrelin (which acts synergistically with GHRH) .
Synthesis and secretion of GH are also regulated by several factors, such as
blood glucose, neurotransmitters, and gonadal steroids (Clayton et al., 2010).
Binding of GH to its receptor stimulates the synthesis and secretion of insulin-

like growth factor-1 (IGF-I).

Both IGF-I and IGF-II are polypeptides structurally related to pro-insulin
and are evolutionarily-conserved peptide structures (Roberts et al., 2010). IGF-I
is a polypeptide of 7.5 kDa that plays an important role in the regulation of
somatic growth, metabolism, and cell proliferation, and in the deference and
prevention of apoptosis. IGF-I is produced locally in a number of tissues;

however, most synthesis and secretion occurs in the liver. The production of
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IGF-I is controlled by GH and alterations in the expression of GH receptors in

the target tissues may affect IGF-I synthesis.

The transcription of the IGF-1 gene has considerable variability.
Nutritional factors are important regulators in the synthesis of IGF-I (Cannata et
al., 2010) and this regulation could be the key factor in studies relating IGF-I to

supplementation.

Most IGF-I actions are mediated by the IGF-I bound to a single receptor
with high affinity, called receptor type | or an IGF-I receptor (IGF-Ir) (Cannata et
al., 2010). In addition, IGF-I in tissues and in the serum is linked to insulin-like
growth factor binding proteins (IGFBPs), which modulate the action of IGF-I.
IGFBP-I is a low molecular weight protein (approximately 30 kDa) produced by
the liver. It is a local modulator and is the only one capable of rapid fluctuation
and marked changes in the plasma, responding to changes in the
concentrations of insulin and glucose. It has been proposed that IGFBP-I exerts
an effect on glucose regulation through the control of bioactivity of free IGFs in

the circulation (Frystyk, 2000; Nedic et al., 2010).

Physical exercise produces hormonal alterations responsible for various
organic modifications. However, some suggested modifications to the endocrine
system resulting from exercise remain controversial. Some studies show an
increase, others a reduction, and some no changes in IGF-I after chronic

exercise (Mejri et al., 2005; Zhu et al., 2005; Karatay et al., 2007). These
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findings are consistent with the idea that IGF-I produced locally takes a

predominant role and could also have greater relevance than circulating IGF-I.

However, recent studies have shown that circulating IGF-I is related to
growth and bone density, as well as the progression and development of
diseases. These findings reflect the physiological significance of circulating IGF-
| as a biomarker of changes in health and physical fitness profiles (Stuart &

Page, 2010).

The distinct effects of exercise on the circulating IGF-I could be
attributed to the diverse variations in food intake and level of physical fithess. It
is currently suggested that rather than just responding to the total energy
balance, the IGF-I system is responsive to the energy flux of the metabolic
system, defined as the absolute level of energy intake and expenditure under

conditions of energy balance (Zhu et al., 2005; Haspolat et al., 2007).

The objective of this study is to assess the effect of intermittent exercise
with carbohydrate supplementation on endocrine responses related to the

metabolism of glucose, GH, IGF-I, and their binding proteins.

METHODS

Ethical and Biosafety aspects

This study was approved by the research ethics committee at the

Hospital de Clinicas de Porto Alegre and carried out according to the
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recommendations of the International Norms for the Protection of Animals and
of COBEA (Cddigo Brasileiro de Experimentacdo Animal — Brazilian Code on
Animal Experimentation)—1988 and in accordance with the Guide for Care and

Use of Lab Animals of the National Institutes of Health.

Study population

Forty (40) Male Wistar rats (60 days old) were acquired from Fundacao
Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude (the State Foundation for
Production and Research in Health) (FEPPS) and acclimatized for 2 weeks in
an ambient temperature of 22 + 2°C. The rats were kept in cages with five rats
in each cage, and exposed to an inverted light cycle (light/dark for 12 hours
each cycle) and fed daily with Nuvilab commercial dried food with water ad

libitum.

Experimental protocols

The rats were divided into eight groups of five rats each, based on
training, acute exercise, and carbohydrate (glucose 10%) supplementation.
The groups were as follows: trained, exercised, and given carbohydrate
supplementation (TEC); trained and exercised but with no carbohydrate
supplementation (TES); trained but not exercised and given carbohydrate

supplementation (TNC); (trained, but not exercised and no carbohydrate
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supplementation (TNS); sedentary (no training), exercised and given
carbohydrate supplementation (SEC); sedentary and exercised but with no
carbohydrate supplementation (SES); sedentary with no exercise but given
carbohydrate supplementation (SNC); and sedentary, with no exercise or

carbohydrate supplementation (SNS) (Figure 1).

All rats were put through a 3-month adaptation protocol and were kept
on dried food and water ad libitum. Trained rats were subjected to a training
protocol during which they were exercised daily (5 times per week) for 3
months. Exercised rats were put through an acute exercise regimen (the
maximum test) on the day of the experiment. Carbohydrate supplementation
consisted of water and glucose 10%; those given no carbohydrate

supplementation received only water.

Adaptation protocol: The adaptation protocol consists of running on a
treadmill intermittently at low speeds (3 m/min) for 5 consecutive days for 10,

20, 30, 40 and 50 minutes per day of training.

Training protocol: Training was done 5 times a week (Monday to
Friday) for 60 minutes a day intermittently for 3 months. Training was always
conducted in the dark. Half of the rats were exercised on the treadmill, 5 times a
week. The intermittent training sessions consisted of 1 minute of exercise (with
a load equivalent to 110% of their maximum speeds as detected by the
maximum test) and 30 seconds of lower speeds (40%) for a total of 60 minutes

and were carried out in the morning. The maximum test was performed on a
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monthly basis, and the speeds were readjusted according to the level of
training. The rats belonging to the sedentary group went through a similar

protocol, but were placed on the treadmill while it was turned off .

Maximum Test Protocol: The maximum test protocol consisted of
graduated exercise on the treadmill with an increase in speed of 5 m per minute
every 3 minutes. The starting speed was 5 m per minute, and the limit was the

maximum intensity for each animal.

On the day of the experiment, all food was removed from the cages at
6:00 a.m., and the tests were carried out between 9:00 a.m. and 12:00 noon. All
the rats were weighed before the exercise (TO) and a drop of blood was
collected from the tail of the animal to determine lactate and glucose
concentrations. Immediately after measuring the blood glucose and lactate,
glucose was administered orally using a gavage syringe. The rats that were in
the groups without carbohydrate supplementation were given the same volume

(1 mL) of water only.

The protocol for exercise on this day consisted of 1 minute of running
on the treadmill at 110% of the final maximum test speed and 30 seconds at
40% of this speed for a total of 60 minutes, conducted in the morning.
Immediately following exercise, the rats were taken off the treadmill and
immobilized. A sample of blood was taken once again, using a lancet, to
measure blood glucose and lactate (T60). Following that, the rats were

sacrificed by cervical displacement. The abdominal cavity was opened and
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blood collected by cardiac puncture in 500 pL tubes. A fragment of the left lobe
of the liver, followed by samples of gastrocnemius and soleus muscle tissue
were removed, identified, frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C. The

blood was centrifuged and the serum stored for hormone testing.

Determination of glucose and serum Lactate levels

Glucose concentrations were determined using a glucometer
Advantage Il. A lactate analyzer (Accusport) was used to determine lactate
levels. The glycogen extraction was done following the method of Van Handel
(Van Handel, 1965). The values were determined by means of equivalents of
glucose (glucose oxidase method) after acid hydrolysis (using HCI) and
neutralization (Na,CO3) and were done using the methods of Geary et al (Geary

et al., 1981). The results were expressed as milligrams per gram of tissue.

Assays for insulin-like growth factor-1, insulin-like growth factor

binding protein, growth hormone, and corticosterone

Serum IGF-I was measured after acid-ethanol extraction (40 uL of
serum and 160 pL acid-ethanol). The mixture was incubated for 30 minutes at
room temperature and centrifuged; 100 uL of the supernatant was neutralized

1:6 before the analysis. The serum IGF-I was determined by radioimmunoassay

(RIA) using an IGF-I RIA DSL-2900 Kit, as previously described. The IGF-I
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binding protein (IGFBP-I) was tested using enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA; Active®Total IGFBP-I ELISA, DSL, Diagnostic Systems
Laboratories, INC, USA), as previously described. Growth hormone was tested
with Linco’s Research Rat Growth Hormone radioimmunoassay kit (RGH- 45
HK), as previously described. Corticosterone was tested with a Coat-a-Count
Rat Corticosterone In-vitro Diagnostic test kit (DPC- Diagnostic Products

Corporation, USA), as previously described.

Extraction of total RNA to determine gene expression of insulin-

like growth factor-1 and its receptor

Samples of skeletal and liver muscle were homogenized and smoothed
with 1 mL Trizol® (Invitrogen, Life Technologies) reagent, following the
manufacturer’s instructions. Total RNA of the homogenate was separated from
DNA and other proteins by centrifuging (12000 times gravity) with chloroform for
15 minutes at 4°C, precipitated overnight with propanol, and then centrifuged
again (12000 times gravity) for 15 minutes at 4°C. RNA was washed with
ethanol 75% (at 8000 times gravity for 10 minutes at 4°C). The precipitate was
dried at room temperature and was redissolved in water treated with
diethylprocarbonate (DEPC) for 10 minutes at 60°C. Total RNA was stored at
-20°C until the synthesis of complementary DNA (cDNA) was complete. The

guantification was done using an absorption of 260 nm on the GeneQuant
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apparatus (Pharmacia). The purity of the RNA was considered satisfactory

when the ratio of absorbance at 260 and 280 nm was higher than 1.6.

Reaction in polymerase chain from reverse transcription to
determine the gene expression of insulin-like growth factor-1 and its

receptor

Synthesis of cDNA

The synthesis of cDNA was done from 1 ug of total RNA, using a Super
Script First-Strand Synthesis System kit for reverse transcription-polymerase
chain reaction (RT-PCR; Invitrogen, Life Technologies) following the
manufacturer’s instructions. The RNA was denatured at 65°C for 5 minutes with
Oligo(DT)12-18 primer and deoxyribonucleotides (dNTPs). Then a mixture of
Tris-HCI 200 mmol/L (pH 8.4) buffer with potassium chloride (KCI) 50 mmol/L,
magnesium chloride (MgCl,) 25 mmol/L, dithiothreitol 0.1mol/L, and 40 units of
recombinant ribonuclease inhibitor (RNaseOUT) and incubated for 2 minutes at
42°C. After that, 50 units of reverse transcriptase enzyme was added and
incubated at 42°C for 50 minutes. After denaturing again at 70°C for 15 minutes
to inhibit enzyme activity, the mixture was incubated with 2 units of ribonuclease
H (isolated from Escherichia coli) for 20 minutes at 37°C. For the reaction, there
was a total volume of 21 pL, which was stored at -20°C until amplification by

PCR was complete.
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General protocol for the PCR

The reactions were performed in a final volume of 50 uL following an
adaptation of the protocol suggested by Invitrogen (Life Technologies). Two uL
of the sample of cDNA (corresponding to 2 ng of cDNA) were initially denatured
at 94°C for 2 minutes in the presence of Tris-HCI 20 mmol/L (pH 8.4) with KCI
50 mmol/L and MgCl, 50 mmol/L. After receiving 10 uL of a mixture containing
the same concentrations as the buffer and MgCl,, specific sense and antisense
oligonucleotides (100 nmol/L), of the deoxynucleotide triphosphates (dANTPs,
0.2 mmol/L) and of the Taq DNA polymerase enzyme (30 pU/uL) mixture were

added.

The primers used for the amplification of fragments of cDNA specific for
each mRNA in the study were designed using the Primer 3 program and tested
in relation to the identity of its sequence with the sequence of the gene
sequence in question. Table 1 summarizes the placement and sequence of the
oligonucleotides used in this study, as well as the size of the fragments of
amplified cDNA. The oligonucleotides for the B-actin gene (normalizer gene
used) were synthesized by Invitrogen, Life Technologies, and those for the IGF-

| and IGF-Ir (receptor) genes, by Gene Link.

Statistical Analysis
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Analysis of variance (ANOVA) was used to compare sample means
between groups. The student t-test was used post hoc for the parametric
variables and the Mann Whitney test for nonparametric variables. Pearson’s
correlation was calculated to determine the association between variables. The
different values at time zero were adjusted for an analysis of covariance
(ANCOVA). Data were analyzed using PEPI 3.0 and SPSS 17.0 programs.

Results were considered significant when P < 0.05.

RESULTS

All the rats gained weight during the training, as experiments were
conducted over several months. The values presented in table 2 refer to the last

day of training protocol (pre-acute exercise).

Glycogen

Liver glycogen concentrations were greater in trained rats (T) when
compared to sedentary rats (S) (P = 0.002) after 60 minutes of high intensity,
intermittent exercise (table 2 and figure 3). This difference remained when only
rats that exercised were compared. Liver glycogen was greater in the trained
and exercised groups (TE) than in the sedentary and exercised groups (SE) (P
= 0.001). When carbohydrate supplementation was also taken into

consideration, the TEC group had a higher liver glycogen concentration than the



128

SEC group (P = 0.002). However, supplementation did not appear to be a
determining factor for glycogen concentration, as the nonsupplemented TES
group had more glycogen in the liver than the rats in the SES group (P = 0.005).
Glycogen concentrations in both liver and muscle tissue were greater in the
nonexercised group compared with the exercised groups, both sedentary and

trained (P =0.001).

Blood glucose

Pre-exercise blood glucose concentrations (TO) were different among
the sedentary groups and the trained groups, and were significantly higher in
the trained groups (table 3; P = 0.025). Considering the rats had still not been
submitted to gavage with exogenous glucose, this difference had not been
expected and could produce an error in the analysis of the results at 60 minutes
(T60). To account for this finding, an ANCOVA was carried out and the means
corrected by time zero. After the correction, there was no difference at time zero

(TO), nor at 60 minutes (T60) nor in the variation (delta, i.e. T60 -TO).

Lactate

The serum lactate concentrations measured pre-exercise showed no
difference between the groups (table 3). After 60 minutes of exercise,

considering the whole sample, only the sedentary groups had a different serum
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lactate concentration compared with the trained groups. When sedentary and
trained exercised groups and nonexercised groups were compared, there was

greater lactate variation (delta) (P = 0.013) in those exercised (Figure 2).

Reverse transcription polymerase chain reaction

The gene expression of IGF-I in the gastrocnemius muscle of trained
rats was greater than that in the sedentary rats (P = 0.002; Figure 4). This
relationship seemed to be due to training and not to isolated acute exercise,
since the gene expression of IGF-I in the gastrocnemius muscle was greater in
the trained exercised groups than in the sedentary exercised groups (P =
0.001). This difference seemed to be driven by the groups with no glucose
supplementation, since there was greater gene expression of IGF-l in the
gastrocnemius muscle of the TES group compared with the SES group (P <
0.001). In addition, among all trained rats, those with no glucose
supplementation had greater gene expression of IGF-Ir and IGF-I in the
gastrocnemius muscle (P = 0.037 and P = 0.004, respectively). In the sedentary
group, this relationship was inverted and there was greater gene expression of

IGF-1 in the gastrocnemius in the SNC group than in the SNS group (P = 0.007).

In the liver tissue, gene expression of IGF-l in sedentary rats was
greater (P = 0.024) when compared to trained rats. This relationship was

maintained when only those rats that were subjected to acute exercise were
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considered. There was greater gene expression of IGF-lI in the sedentary
exercised rats than in the trained exercised groups (P = 0.03; Figure 5).
However, this difference was not apparent when glucose supplementation was
given, but persisted in the group with no supplementation. There was greater
gene expression of IGF-I in the liver in the SES group than in the TES group (P
= 0.012). Supplementation of the sedentary nonexercised rats resulted in
greater IGF-I and IGF-Ir expression in the SNC than in the SNS group (P =
0.026 and P = 0.023, respectively). Pearson’s correlation showed that as the
gene expression of IGF-I in the liver increased, it also increased in its receptor

(r=0.52 and P = 0.001).

Insulin-like growth factor-l in soleus muscle tissue

Gene expression of IGF-1 in soleus muscle tissue was greater in the
sedentary exercised groups compared with the trained exercised groups (P =
0.049), which was consistent with gene expression in the liver tissue. These
findings appear to be due primarily to the non-supplemented groups, since the
rats in the SES group had greater gene expression of IGF-I in the soleus

muscle than in the TES group (P = 0.047).

When comparing nonexercised groups (either sedentary or trained) with
exercised groups (either sedentary or trained) on the day of the experiment,

there was a significant difference in IGF-1 and IGF-Ir gene expression in the
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soleus muscle tissue (Figure 6; P = 0.010. P = 0.021). No differences in serum

IGF-I were seen between any of the treatment groups (Table 2).

Growth hormone (GH)

Total GH concentrations were significantly different between groups
that did no exercise on the day of the experiment (sedentary or trained) and
groups that exercised (sedentary or trained) (table 3; Figure 7; P = 0.028). In
addition, there was a positive correlation between GH and both IGF-Ir (r = 0.45,
P < 0.005) and IGF-I (r = 0.41, P = 0.009) gene expression in the liver; the

correlation with corticosterone, however, was negative (r= 0.32 P < 0.05).

Corticosterone

Corticosterone, a stress-related hormone, was present at higher levels
in sedentary rats (P = 0.030) than trained rats. These higher values were also
seen in rats subjected to acute exercise, since this was a type of stress both in
trained and sedentary groups (S+T) (P = 0.005). Corticosterone serum
concentrations were 23% higher (680.436 ng/mL) in the sedentary rats (S)

compared with trained rats (T) (550.926 ng/mL).
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Insulin-like growth factor binding protein-1

The protein transporter IGFBP-I serum concentration was different only
when comparing the TNS and SNS groups. The IGFBP-I concentrations in the
TNS group (1.1064 ng/mL) were approximately 36% greater than that seen in

the SNS group (0.8104 ng/mL).

DISCUSSION

The main focus of the present study was the analysis of endocrine
responses relative to the type of physical exercise most practiced in clubs,
gyms, and training centers. The GH/IGF-I axis modulates or alters several
metabolic responses in organisms. For example, a reduction in IGF-I levels is
associated with type | diabetes. Treatment with IGF-I and improvement in the
metabolism of proteins and glucose may lessen the severity of diabetic
cardiomyopathy (Carroll et al., 2000; Norby et al., 2002). An increase in IGF-I
expression in the pancreatic beta cells improves type | diabetes (George et al.,
2002), with an increase in insulin sensitivity and improvement in glycemic
control seen in patients with type Il diabetes (Moses et al., 1996). The cyclic
manner in which the metabolic routes are stimulated during intermittent exercise
must exert differentiated effects on those observed when each metabolic route

is considered individually.

An important feature about the present study is the use of an inverted

light/dark cycle. It is known that rats have a biological cycle that makes their
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metabolism more intense at night (in the dark). Therefore, at a time when the
rats would normally be sleeping, forcing them to exercise in a light environment
is aggressive and would be expected to produce a reduction in performance
and hormone alterations in keeping with the night period, as is seen in similar
research with human subjects. However, the hormone alterations present in this
study seem to be more in keeping with the reality of the practice of physical
exercise, and this is why we were able to obtain answers which are possibly

more apt for extrapolation.

The results of this present study support data from previous literature
showing that intermittent training increases the basal concentration of liver and
muscle glycogen (lvy, 1991; Fournier et al., 2002; Hargreaves, 2004). The
increase in concentration of this glucose polymer is independent from acute
supplementation and was seen in the trained rats whether or not carbohydrate
supplementation was given, which agrees with previously reported studies
(Tsintzas et al., 2003). However, the physiological stimulus of intense exercise
induces a mechanism for fast and marked stimulation of oxidation of the
exogenous substrates, which come from supplementation (Welsh et al., 2002).
For this reason, the intake of carbohydrates in liquid form enables constant
efficiency in high level athletes during tests that involve several consecutive
hours of intense muscle work (Glaister, 2005). Also, less use of muscle
glycogen, accomplished by the use of orally administered glucose, is
particularly important for the performance of short repetitive and fatiguing

exercise cycles, such as soccer and basketball (Glaister, 2005).
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For serum lactate concentrations, comparisons between exercised and
nonexercised sedentary or trained rats showed greater lactate variation (delta)
in exercised rats, which is in contrast to data from earlier studies. Our study
showed a prevention of surges of lactate during intermittent exercise in trained
rats (Giesel et al., 2009). However, there seems to be a trend in these findings,
since when all the sedentary groups and trained groups are considered, the
sedentary rats had higher concentrations of serum lactate. Other studies
confirm higher values of lactate in high intensity sessions alternating with
periods for recuperation, where the presence of plasma catecholamines is the
most probable factor in the increase in these concentrations (McAllister, 1998;

Watt et al., 2001).

There were differences in GH concentrations only when the exercised
and nonexercised groups were compared. This suggests that GH is affected
only by acute or intense periods of exercise, and not by chronic exercise. Also
when groups were compared based on exercise (sedentary/trained with no
exercise vs. sedentary/trained with exercise), a difference in gene expression of

IGF-l and IGF-Ir in the soleus muscle tissue was seen.

A positive correlation was seen between GH and the gene expression
of IGF-Ir and IGF-I in the liver, with a negative correlation between GH and
corticosterone found. However, these correlations, although present, are
somewhat dependent on other factors (Pascual et al., 1995; Robson et al.,
2002; Wagner et al., 2009), which could make it difficult to visualize these

results with greater clarity. More extensive studies on this single aspect are
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necessary to be able to detect to what degree this correlation is due specifically

to GH.

In this experiment, the gene expression of IGF-I in the gastrocnemius
muscle of trained rats was greater than that of the sedentary rats. This effect
may be related to acute exercise rather than training alone. This suggestion is
supported by that fact that the difference in the gene expression of IGF-I in the
gastrocnemius muscle was greater in training/exercised groups than in the
sedentary/exercised groups; but no differences were seen when
training/nonexercised and sedentary/nonexercised groups were compared.
Data such as this demonstrate that, similar to other physiological parameters,
expression of IGF-I is expectedly affected by acute exercise, which is a stress
factor for any organism. However, training appears to modify this effect of a
stressor and return values closer to what would be expected without the stress
factor. These findings agree with recent studies that show a large gap in
knowledge regarding the implications of acute exercise on quality of life
(Ploeger et al., 2009) and emphasizes, once more, the need for a long-term

exercise program.

Looking at the previous statement and looking at the findings for liver
tissue, the gene expression of IGF-I in sedentary rats was greater. The long-
term effects of increased systemic IGF-1 should be taking into consideration.
Insulin-like growth factor-1 is essential for the development and growth of all
vertebrates (Wood et al., 2005). In addition, IGF-I is important for the

development and maturation of the central nervous system, skeletal tissues and
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reproductive organs. However, abnormally high levels of IGF-I are also found in
certain tumor cells (LeRoith & Roberts, 2003). Epidemiological studies have
suggested that high levels of IGF-I are a risk factor for breast, prostate, colon,
and lung cancers (LeRoith & Roberts, 2003). The gene expression of IGF-I in
the soleus muscle tissue was greater in the sedentary/exercised group
compared with the trained/exercised group, which is in agreement with the

findings in other tissues.

The changes in gene expression in the liver seem to be related to
chronic training since there was greater gene expression of IGF-1 in the
sedentary/exercised group compared with the trained/exercised group. This
difference was not evident when the rats were supplemented with
carbohydrates, but was very apparent in the groups with no supplementation.
This shows a possible relationship with the energy intake by local IGF-I. In the
SES group there was greater gene expression of IGF-I in the liver than in the

TES group.

This difference was significant in the groups with no carbohydrate
supplementation; carbohydrate supplementation did not appear to affect the
results when sedentary and trained rats were compared, since the TES group
showed greater gene expression of IGF-I in the gastrocnemius muscle than the
SES group. Nevertheless, among the trained rats, there was greater gene
expression of IGF-Ir and IGF-I in the gastrocnemius muscle in the rats with no
supplementation, which demonstrates possible mitigation of gene expression by

carbohydrates.
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In the sedentary group this relationship was inverted. In the SNC group
the gene expression of IGF-I in the gastrocnemius was greater than in the SNS
group. Such a relationship shows that carbohydrates also seem to have an
important relationship with the gene expression of IGF-I. However, training may
negate this relationship, since it only appeared when dealing with groups of
sedentary rats. All these findings show that, based on results from other
studies, there likely exists a need to increase local production of IGF-I in the
muscle tissue. This increase reflects the need to increase local production to

improve the autocrine activity of this hormone.

For circulating IGF-I, outcomes of studies have varied, with some
studies showing an increase, others a reduction, and some even no alteration in
IGF-1 after chronic exercise. This latter effect is consistent with the results of this
present study, which only showed alterations in gene expression, but not with
IGF-I serum concentrations (Mejri et al., 2005; Karatay et al., 2007; Bouhlel et
al., 2008). These findings support the idea that IGF-I produced locally has a
predominant role and could possible have greater relevance than circulating

IGF-I.

Circulating IGF-I, as already described, is related to the continuation
and appearance of diseases, in addition to its classic functions on bone growth
and density. Circulating IGF-I is also a marker of health and physical aptitude
(Cannata et al., 2010). This all explains possible responses of this hormone to
the total energy balance and/or the energy flux of the metabolic system, defined

as the absolute level of energy intake and expenditure under conditions of
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energy balance (Zhu et al., 2005; Haspolat et al., 2007). This statement could
explain several IGF-I responses to acute exercise and to training with
carbohydrate supplementation, since the energy flux and intake are somewhat
different between the study groups and also in comparison to several related
studies. The variations in metabolism seen with intermittent exercise may show

still greater discrepancies to the protocols most studied.

In liver tissue, carbohydrate supplementation to sedentary nonexercised
rats seems to produce greater IGF-1 and IGF-Ir expression. A correlation was
seen that shows that as the gene expression of IGF-I increases, that of its
receptor also increases. This relationship between gene expression of the
hormone and the receptor only became evident in liver tissue, probably due to
the importance of autocrine and paracrine actions of this hormone in the tissue

under analysis (Yakar et al., 2001; Economou et al., 2008).

Corticosterone was high in all of the exercised groups. When the two
conditions of sedentary and acute exercise are taken into account and
associated (stress in the sedentary group plus acute exercise), the effect of
being sedentary enhances the increase of corticosterone concentrations, since
among those subjected to acute exercise, the sedentary group had greater

concentrations of this hormone (SEC > TEC).

Discrepancies observed between the results of various studies on IGF-I
and its binding proteins may be explained, in part, by the different levels of

training, physical fithess, body composition, sex, experiment protocol, and age



139

of the people and/or animals included in the trials (Manetta et al., 2003). These
differences make it difficult to compare results to other research already
described. For example, this current research could be cited as the first
experiment to assess responses of the GH/IGF-I axis with intermittent exercise
under an inverted light cycle. It is known that rats have accelerated night
metabolism, which makes it possible that all research conducted on trained rats

in the light may have had a negative influence on this effect.

The transporter protein IGFBP-I was present at higher values in the
TNS group than in the SNS group. Such a finding might be due to the fact that
the plasma half-life of IGF-I is increased in trained rats (Hopkins et al., 1994,
Frystyk, 2000). This would imply less of a need to produce the hormone (low
gene expression) and with no alteration in the plasma concentration of this

hormone in free form.

The principal conclusion of this study is that physical exercise, when
practiced inconsistently, may, from some metabolic aspects, be harmful.
Physical training, however, appears to be a requirement for the improvement of
physical fithess variables. More studies are needed so that it can be finally
proven that, physical exercise (although a form of stress when the exercise is
intense) may, in the long run, establish changes in the GH/IGF-I axis that allow
the prevention and/or treatment of chronic degenerative diseases.
Understanding the metabolism of carbohydrates during exercise will also aid in

the development of strategies for the improvement of muscle performance.
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Tables

Table 1. Characteristics of the primers used for the enlargement of specific cDNA fragments.
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Gene Nucleotides Sequence Fragment
B-actin
Sense 457 - 477 5 ACCTTCAACACCCCAGCCATG ¥
309 pb
Antisense 765 - 745 5 GGCCATCTCTTGCTCGAAGTC 3’
IGF-I
Sense 49 - 68 5' TGCTTGCTCACCTTTACCA 3'
212 pb
Antisense 260 - 241 5' TACATCTCCAGCCTCCTCA 3'
IGF-Ir
Sense 3238 - 3258 5' CGGTTGCTGGGTGTAGTATC 3'
201pb
Antisense 3438 - 3418 5' CTTGTTGGCATTGAGGTAGG 3'




Table 2. Body mass and glycogen concentration

Group  Body Mass Hepatic Glycogen Gastrocnemius glycogen Soleus Glycogen
(9) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
SNS 336.4 £ 29.90 3.06+1.68 0.07 £0.05 0.47+£0.11
SNC  359.8+48.94 2.66 +1.64 0.08 + 0.04 0.28 £ 0.01
SEC 375 + 29.86 1.71+1.44 0.02+0.01 0.22+0.11
SES 362.4 + 33.09 0.44 £0.41 0.04 £ 0.04 0.14 £ 0.07
TNS 359 + 33.81 244 +1.13 0.11 + 0.06 0.47 £0.13
TNC  342.8+51.49 3.75+1.93 0.05 +0.03 0.43 +£0.17
TES 323.8+7.6 3.53+1.78 0.04 £ 0.02 0.18 £0.17
TEC  324.2+21.22 5.77 +1.39 0.04 +0.02 0.37+£0.23

Values are means + S.D. of n = 5/group

Group legends:

TEC - trained, exercised with carbohydrate supplementation

TES - trained, exercised without carbohydrate supplementation

TNC - trained, nonexercised with carbohydrate supplementation

TNS - trained, nonexercised without carbohydrate supplementation

SEC - sedentary, exercised with carbohydrate supplementation

SES - sedentary, exercised without carbohydrate supplementation

SNC - sedentary, nonexercised with carbohydrate supplementation

SNS - sedentary nonexercised without carbohydrate supplementation
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Table 3. Blood Concentrations of Glucose, Lactate, IGF-l and GH
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Group Glicemia (TO) Glicemia (T60) Lactate (TO) Lactate (T60) IGF-I GH
(mg/dL) (mg/dL) (mmol/L) (mmol/L) (ng/mL) (ng/mL)
SNS 96.2 +13.1 90.2+7.29 1.86 + 0.56 1.58 +0.38 3457.78 + 1128.9 22.37 +£39.33
SNC  104.2+18.45 96.2 +15.4 1.68 +£0.45 1.38£0.16 2732.62 £+891.73  86.62 +132.28
SEC 110 + 23.45 137.6 + 32.65 1.62+0.41 1.42 £ 0.65 2800 + 469.17 2.25+0.72
SES 93.4 £ 10.46 134.2 + 22.55 1.72+£0.74 19+11 3628.26 + 1619.87 2.55+0.88
TNS 127 + 34.46 127 + 34.46 1.86 + 0.47 1.62+0.51 2977.64 £ 1441.42 1449 £ 15.77
TNC 116.2 + 23.77 151.6 +59.31 1.86 £ 0.35 1.48 +0.43 2277.48 + 897.35 10.75 +12.77
TES 102.2 + 13.61 167.8 +51.98 1.26 + 0.25 2.04+£1.02 3146.76 + 993.17 268+1.74
TEC 134.8 +48.24 159 + 35.5 2.18 £ 0.46 2.26 £ 0.6 3134.34 +1177.1 8.35+£12.47

Values are means + S.D. of n = 5/group

TO — before exercise

T60 — after exercise

Group legends:

TEC - trained, exercised with carbohydrate supplementation

TES - trained, exercised without carbohydrate supplementation

TNC - trained, nonexercised with carbohydrate supplementation

TNS - trained, nonexercised without carbohydrate supplementation

SEC - sedentary, exercised with carbohydrate supplementation

SES - sedentary, exercised without carbohydrate supplementation

SNC - sedentary, nonexercised with carbohydrate supplementation

SNS - sedentary nonexercised without carbohydrate supplementation
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Figure legends

Figure 1. Division of the experimental groups.

Figure 2. Lactate Variation (T60 — TO). Results presented in mmol/L.

Figure 3. Liver Glycogen (Sedentary X Trained). Results are presented in mg/g of tissue.

Figure 4. IGF-1 gene expression in gastrocnemius (Sedentary X Trained). Upper: representative gel showing the
amplified products by RT-PCR of IGF-1 and B-actin (left = molecular weight marker). Lower: Medians and

interquartile range of ratio IGF-1/B-actin (arbitrary units).

Figure 5. IGF-1 gene expression in liver of exercised rats. Upper: representative gel showing the amplified
products by RT-PCR of IGF-1 and B-actin (left = molecular weight marker). Lower: Medians and interquartile

range of ratio IGF-1/B-actin (arbitrary units).

Figure 6. IGF-1 and IGF-1r gene expression in soleus. Upper panel: representative gel showing the amplified
products by RT-PCR of IGF-1, IGF-1r and B-actin (left = molecular weight marker). Lower: Medians and

interquartile range of ratio IGF-1/B-actin and IGF-1r/B-actin (arbitrary units).

Figure 7. Serum growth hormone (GH). Results are presented in pg/L.
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Figure 2

3,00

1,00

Lactate (mmol/L)

0,00

-1,00

2L pP=0.013

SN+TN

SN + TN: Trained and sedentary rats that did not exercised

SE + TE: Trained and sedentary rats that did acute exercise

149

SE+TE



150

Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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