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RESUMO

Objetivo: Verificar o efeito de 12 semanas de treinamento resistido, com
suplementacao de Whey Proteins e aplicacdo de Decanoato de Nandrolona na
expressao génica em vias de sintese MTOR e degradacgao proteica MURF-1 e
MAFBX da porcdo branca do musculo gastrocnémio de ratos machos Wistar.
Materiais e Métodos: Foi realizado com 97 ratos machos da linhagem Wistar com
idade inicial de 60 dias e massa corporal de 200g a 350g, distribuidos
aleatoriamente em 11 grupos. O protocolo teve duracao de 12 semanas com
treinamento resistido em trés vezes por semana, suplementacgao diaria, e aplicacéo
de Decanoato de Nandrolona. Foi avaliado a expressao génica de MTOR, MURF-
1 e MAFBx na porgcdo branca do musculo gastrocnémio através do meétodo
Polimerase chain Reaction real time (PCR-RT), analise histoldgica, além da forga
muscular a cada duas semanas. A andlise estatistica consistird em descritiva e
analitica (Shapiro-Wilk (p>0,05), Anova (p<0,05) e Pés teste de Tukey (p<0,05).
Resultados: MTOR foi superior e significante no grupo Treinamento Resistido
Controle (TC) em relagédo aos grupos suplementados com Whey Proteins W2 (p=
0,0176), W4 (p= 0,0329) e W6 (p= 0,0437) e na expressao génica de MURF-1 o
grupo Controle (C) apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo W4 (p=
0,0319) e W6 (p= 0,0160), na expressao do gene MAFBX nao houve diferenca
significativa nos grupos. Discussao: A expressao de MTOR foi significante no
grupo Treinamento Resistido Controle (TC) em relacdo aos suplementados
sedentarios W2 (p= 0,0176), W4 (p= 0,0329) e W6 (p= 0,0437), juntamente com a
expressao de MURF-1 que apresenta diferenca do grupo controle (C) em relacédo
aos suplementados W4 (p= 0,0319) e W6 (p= 0,0160), apesar do resultado
parcialmente positivo, outros grupos com maiores quantidades de intervenc¢des nao
apresentavam diferenga significativa. Conclusao: Novas doses a partida da
terapéutica ou acima dela devem ser realizadas em estudo futuros, para verificar
influencias a expressao génica de MTOR, MURF-1 e MAFBX.

Palavras-chave: Treinamento Resistido. Whey Proteins. Nandrolona. MTOR.
MURF-1. MAFBX.



ABSTRACT

Aim: To verify the effect of 12 weeks of resistance training with Whey Proteins
supplementation and Nandrolone Decanoate application for gene expression in
MTOR pathways and MURF-1 and MAFBX protein degradation of the Wistar male
gastrocnemius muscle. Materials and Methods: Was performed with 97 male
Wistar rats with initial age of 60 days and body mass of 200g to 350g, randomly
distributed in 11 groups. The protocol lasted 12 weeks with resistance training three
times a week, daily supplementation, and application of Nandrolone Decanoate. The
gene expression of MTOR, MURF-1 and MAFBx in the white portion of the
gastrocnemius muscle was evaluated by the real time polymerase chain reaction
(PCR-RT) method, histological analysis, and muscle strength every two weeks.
Statistical analysis will consist of descriptive and analytical (Shapiro-Wilk (p> 0.05),
Anova (p <0.05) and Tukey Posttest (p <0.05). Results: MTOR was higher and
significant in the Resistance Control Training (TC) group compared to the Whey
Proteins W2 (p = 0,0176), W4 (p = 0,0329) and W6 (p = 0,0437) and W6
supplemented groups. In the MURF-1 gene expression, the Control group (C)
showed a significant difference in relation to the W4 (p = 0,0319) and W6 (p =
0,0160) groups. In the MAFBX gene expression there was no significant difference
in the groups. Discussion: MTOR expression was significant in the Resistance
Control Training (TC) group compared to sedentary supplements W2 (p = 0,0176),
W4 (p = 0,0329) and W6 (p = 0,0437), along with MURF-1 expression that shows a
difference in the control group (C) compared to the supplemented W4 (p = 0,0319)
and W6 (p = 0.0160), despite the partially positive result, other groups with larger
amounts of interventions showed no significant difference. Conclusion: The dose
(0.5 mg / kg) does not to be sufficient to influence a gene expression of MTOR,
MURF-1 and MAFBX.

Key words: Resistance Training. Whey Proteins. Nandrolone. MTOR. MURF-1.
MAFBX.
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1 INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

Os musculos esqueléticos constituem a maior parte da musculatura corporal
e equivalem a cerca de 40% do peso corporal total, sdo responsaveis pelo
posicionamento e o movimento do esqueleto, geracdo de forga, homeostase,
metabolismo energético, reserva de aminoacidos, fungdo imune e aumento de
seccao transversa muscular (Silverthorn, 2017; Macintosh, Gardiner e Mccomas,
2006).

Nesse sentido, ter uma integridade muscular esquelética, e manté-la, sao
importantes determinantes de saude do corpo (Adegoke, Fini, 2012).

Além disso, a perda de massa muscular com o passar da idade (sarcopenia)
€ reconhecida como uma grande preocupacdo a saude, uma vez que tem sido
associada ao aumento da incapacidade funcional, perda de independéncia, e
diminuicAo da expectativa de vida (Little, Philipis, 2009; Drummond e
colaboradores, 2008).

Devido a isso, 0 aumento da massa muscular esquelética pode ser obtido
através do treinamento resistido (Wilkinson e colaboradores, 2008), ocorrendo
principalmente na forma de prescricdo de treinamento (West e colaboradores,
2010), repetidas sessdes de treinamento induzem periodos cumulativos de balango
proteico positivo, requerendo uma taxa de sintese proteica que exceda a taxa de
degradacao de proteina muscular (Burd e colaboradores, 2009).

Sendo assim, a ingestao de proteinas lacteas ap6s o treinamento resistido
promove uma estimulacdo da sintese proteica superior ao de treinamento com

ingestao de proteinas a base de soja (Wilkinson e colaboradores, 2007).
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Além disso, foi demonstrado que a proteina caseina era inferior a proteina
do soro do leite na estimulagdo da sintese proteica apds o treinamento de forca
(Tang e colaboradores, 2009).

Os suplementos de proteina do soro do leite, 0 mais conhecido como Whey
Proteins, contém aminoacidos de cadeira ramificada (BCAA) de rapida absor¢ao,
como leucina, isoleucina, valina, possuem beneficios importantes a saude,
especialmente ao musculo esquelético (Pal, Radavelli-Bagatini, 2013).

Segundo Devries e Phillips (2015) sua digestibilidade rapida, e alta
biodisponibilidade dentro do plasma e tecido muscular ap6s seu consumo, induz a
sintese proteica, essas caracteristicas apontam ser a melhor opgdo em uma dieta
pds exercicio e principalmente em dietas com concentragdes elevados de proteinas
maior que 1.25 g/kg/dia.

Corroborando, temos também outra substancia que tem grande influéncia na
sintese proteica e aumento de massa muscular que é o horménio testosterona, que
pode ser enddgena e exégena (Mcardle e colaboradores, 2016).

Segundo Kersey e colaboradores (2012) os esteroides anabolicos
androgénicos (AAS) sao substéancias sintetizadas a base do horménio testosterona,
que séo produtos utilizados de forma exdgena, tem atuacdo extremamente similar
nos receptores das células, efeitos ergogénicos e por consequéncia sendo usados
para aumentar a massa muscular e forca em adultos.

No esporte ndo € diferente, os atletas usam constantemente para aumentar
performance e fisiculturistas alcangcam uma hipertrofia maior e um padrao tido como
mais ideal na modalidade (Graham e colaboradores, 2008).

A terapia baseada no Decanoato de Nandrolona (sintético farmacéutico

similar a testosterona) tem atenuado e até mesmo retardado a degradacao em ratos
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machos Wistar (Qin, e colaboradores 2010), em outros casos aumentando a
expressao de MTOR na célula muscular, e sua hipertrofia (Hourde, 2009).

De acordo com o exposto a sintese proteica é importante para manutengao
do tecido muscular esquelético, regulada através de vias de sinalizagdo, que
controlam etapas individuais na traducao de RNA mensageiro (mRNA).

Uma via intracelular chave que coordena sinais na regulacao da sintese de
proteina muscular € a mammalian target of rapamycin (MTOR) (Drummond e
colaboradores, 2008) esta dividida em dois complexos multiproteicos distintos, o
complexo MTOR 1 (mTORC1) e o complexo MTOR 2 (mTORC2) (Guertin e
Sabatini, 2007), sendo o complexo MTORC1 regulador de balango positivo no
crescimento e proliferagdo celular, promovendo processos anabdlicos (Laplante e
Sabatini, 2009), enquanto a via de degradacdo de proteina conhecida como
ubiquitina-proteassoma é o principal regulador de degradacao da proteina muscular
esquelética.

Esta via consiste em um sistema proteolitico dependente de adenosina
trifosfato (ATP) onde os substratos séo identificados para a degradagao pelas
moléculas de ubiquitina e segue para um processo coordenado por um trio de
enzimas, ubiquitina ativadora da enzima (E1), a conjugacédo de ubiquitina-enzima
(E2), e as ligases de ubiquitina (E3) (Murton e colaboradores, 2008) e Muscle Ring
Finger (MURF-1) e Muscle Atrophy F-Box (MAFBX), sdo conhecidas como ligases
E3 do sistema ubiquitina proteassoma e estdo intimamente relacionadas com a
sinalizacdo da degradacao e autofagocitose proteica (Rom, Reznick, 2016; Bondine
e colaboradores, 2001).

Diante do exposto, este estudo visa investigar os efeitos do consumo de

Whey Proteins, identificando os limiares na suplementacéo em relacdo a dosagem
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e seus efeitos fisiolégicos, associado ao treinamento resistido e a aplicacao do
Decanoato de Nandrolona, como variaveis que podem influenciar os sinalizadores

da sintese (MTOR) e degradacao proteica (MURF-1 e MAFBX).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito de 12 semanas de treinamento resistido, suplementacao de
Whey Proteins e aplicagdo de Decanoato de Nandrolona na expressédo génica em
vias de sintese MTOR e degradacéao proteica MURF-1, MAFBX da por¢céao branca

do musculo gastrocnémio de ratos machos Wistar e estrutura histoldgica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Mensurar a expressao génica de MTOR mRNA com e sem treinamento
resistido de 12 semanas, com e sem suplementacéo de 2, 4 e 6 g/kg/dia de Whey

Proteins e com e sem Decanoato de Nandrolona de 0,5 mg/kg/semana;

Mensurar a expressdo génica de MURF-1 mRNA com e sem treinamento
resistido de 12 semanas, com e sem suplementacao de 2, 4 e 6 g/kg/dia de Whey

Proteins e com e sem Decanoato de Nandrolona de 0,5 mg/kg/semana;

Mensurar a expressado génica de MAFBX mRNA com e sem treinamento
resistido de 12 semanas, com e sem suplementacao de 2, 4 e 6 g/kg/dia de Whey

Proteins e com e sem Decanoato de Nandrolona de 0,5 mg/kg/semana;
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Mensurar a estrutura histoléogica com e sem treinamento resistido de 12
semanas, com e sem suplementacao de 2, 4 e 6 g/kg/dia de Whey Proteins e com

e sem Decanoato de Nandrolona de 0,5 mg/kg/semana;

3 HIPOTESES

3.1 HIPOTESE Ho

Acredita-se que nao ha diferenga na expressao génica MTOR, MURF-1 e
MAFBX e estrutura histolégica do musculo gastécnémio, entre os que realizam ou
nao o treinamento resistido, suplementam com Whey Proteins, e aplicacdo de

Decanoato Nandrolona.

3.2 HIPOTESE H;

Acredita-se que ha diferenca na expressdo génica MTOR, MURF-1 e
MAFBX e estrutura histolégica do musculo gastdcnémio, entre os que realizam ou
nao o treinamento resistido, suplementam com Whey Proteins, e aplicacdo de

Decanoato Nandrolona.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 SUPLEMENTACAO E TREINAMENTO RESISTIDO

Wang e colaboradores (2017) em um estudo visando investigar a diferencga
da ingestdo de proteinas em comparacdo a proteinas associadas a glicose
anteriormente a uma sessao de treino, na sintese de proteina muscular, pouco
tempo pds exercicio agudo. Utilizou uma amostra de 80 ratos machos Sprague-
Dawley com dois meses de idade (massa néo informada pelo autor), os grupos
foram divididos em placebo (PLA = ddH20), Whey Proteins (WP = 0,375 g / kg),
suplemento de carboidrato mais Whey Proteins (CP = 1,2 g / kg dextrose + 0,375 g
/ kg Whey Proteins) e vinte ratos foram utilizados como controles sedentarios (SED)

sem treinamento receberam uma gavagem de ddH20.

O exercicio dos grupos ativos consistiu em uma Unica sessao com 10

subidas na escada com 75% da massa corporal.

A analise dos genes expressos foi realizada 1 hora e 2 horas apds a sessao

de exercicio.

Foi relatado aumento significativo na fosforilagdo de MTOR do grupo com
suplemento de carboidrato mais Whey Proteins (CP) 1 e 2 horas apds sesséo de
exercicio em relagdo ao grupo sedentario (SED) (valor de p ndo informado), 1 horas
apds o exercicio em relacao ao grupo placebo (PLA) (valor de p ndo informado) e
2 horas apo6s exercicio em relacao ao grupo Whey Proteins (WP) (valor de p nao

informado).
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4.2 DECANOATO DE NANDROLONA

Em uma pesquisa Camerino e colaboradores (2015) verificaram o efeito do
Decanoato de Nandrolona na atrofia do séleo, induzido pela imobilizagcdo da pata
traseira de camundongos C57BL/6J machos de 5 a 8 meses de idade ( massa nao
informado pelo autor), sendo divididos em 4 grupos de 15 a 20, com a alimentagéo
medida e controlada, o primeiro grupo somente com a atrofia induzida por
imobilizagdo por suspensao durante 2 semanas; o segundo atrofia induzida com
aplicacao de veiculo (éleo de milho em 10% de etanol) com aplicagéo diaria durante
4 semanas; o terceiro com atrofia induzida e aplicacdo de Decanoato de
Nandrolona 5 mg/kg 6 dias por semana durante 4 semanas ( 2 semanas antes da
imobilizacdo, e 2 semanas durante a imobilizacdo); e no quarto grupo foi feito

somente o controle sem intervencgoes.

Foi relatado diferenca estatistica significativa na expressao génica MURF-1
no grupo com nandrolona em relacdo ao controle (p<0,0077), mas nao foi
significativo em relacdo ao grupo com imobilizagdo e aplicagdo de veiculo
(p<0,5387) e ao grupo imobilizado (p<0,7981), porém em relacdo a expressao

génica de MTOR nao mostrou diferenga em todos os grupos (p<0,5772).

White e colaboradores (2013) verificaram o efeito da disponibilidade
androgénica na regulagdo do musculo Akt / mTORC1 / FoxO3a no musculo
esquelético e miotubos C2C12 cultivados, utilizando trés grupos de camundongos
C57BL/6 machos (tamanho da amostra e massa nao informado pelo autor) com 8
semanas de idade sendo o primeiro somente com a aplicacao de veiculo (Sham)

durante 7 dias, o segundo somente camundongos castrados sem aplicacdo de



23
Decanoato de Nandrolona e o terceiro com castracéo e aplicacao de Decanoato

de Nandrolona 6mg/kg durante 7 dias.

Encontrou-se a diferenga significante na fosforilagdo de MTOR no grupo
castrado com Decanoato de Nandrolona, apresentando niveis superiores em
relacdo ao grupo SHAM (valor de p nao informado); o grupo Decanoato de
Nandrolona apresentou quedas nos niveis de expressao de MURF-1 em 60%

relacdo ao grupo castrado (p<0,001).

Conclui-se que a terapia com Decanoato de Nandrolona restaurou os efeitos
deletérios da castracdo, restaurando a expressdo de MTOR e reduzindo a

expressao de MURF-1 em camundongos.

Hourdé e colaboradores (2008) analisaram o efeito de doses fisioldgicas no
musculo esquelético soleo e osso tibia em 48 ratos machos Wistar
orquiectomizados com 6 meses de idade (massa nao informada pelo autor) dividido
em 4 grupos de 12 nas seguintes caracteristicas: Operado com veiculo (SHAM),
orquidectomizado (ORX), orquidectomizado com di-hidrotestosterona 150 mg
liberado durante 90 dias através de uma pilula (DHT), orquidectomizado com

aplicacédo de Decanoato de Nandrolona 3 mg/kg/dia durante 3 meses (NAN).

Foi mostrado nao haver diferenga significante entre todos os grupos na via
de sinalizacao Akt/MTOR, contudo o grupo orquidectomizado que fez tratamento
com nandrolona (NAN) apresentou melhora significante na forga absoluta maxima,
forca maxima relativa ao peso e resisténcia a fadiga em relacdo ao grupo

orquidectomizado (ORX) (valores de p nao informados pelo autor).
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Zhao e colaboradores (2007) realizaram um estudo que visa verificar o0s
efeitos dos esteroides anabolizantes em atrofia muscular por desuso, utilizando 116
ratos Wistar com massa 200g (idade ndo informado pelo autor), divididos em grupo
1 que foram receberam tratamento com veiculo(proprilenoglicol através de implante
subcutdneo “Alzet pumps”) diariamente e Decanoato de Nandrolona (0.75
mg/kg/semana através de implante subcutaneo “Alzet pumps” mais aplicagdes de
2,8 mg/kg/dia) e eutanasiados com 3, 7 ou 14 dias apds uma cirurgia de transeccao
do nervo ciatico; grupo 2 receberam tratamento com veiculo(proprilenoglicol
através de implante subcutaneo “Alzet pumps”) diariamente e Decanoato de
Nandrolona (0.75 mg/kg/semana através de implante subcutaneo “Alzet pumps”
mais aplicagdes de 2,8 mg/kg/dia) e eutanasiados com 31, 35, ou 56 dias apds

uma cirurgia de transecc¢ao do nervo ciatico.

A terapia com Decanoato de Nandrolona em ratos com nervo ciatico
transeccionados demonstrou a reduzir expressao de MAFBX a partir do trigésimo
quinto dia (p< 0,02), de MURF-1 no trigésimo quinto (p<0,02) e quinquagésimo

segundo (p<0,032).

4.3 DECANOATO DE NANDROLONA E TREINAMENTO RESISTIDO

Steiner e colaboradores (2016), em um estudo buscou determinar se os
andrégenos alteram os diferentes componentes do balanco proteico em resposta a
uma Unica sessao exercicio de resisténcia simulado por estimulo elétrico em
camundongos machos C57BL/6NHsd, com 9 semanas de idade (tamanho da

amostra ndo informada pelo autor), os grupos foram divididos entre os que
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realizaram uma operagdo de simulacdo ou castragdo, 7 a 8 semanas antes da
sessdo de exercicio simulada, sao eles: Sham ( realizaram operacao simulada) e
Castrados (passaram por operacao de castragao). Foi demonstrado que apds uma
unica sessdo de exercicio simulado, as expressdes de MURF-1 e MAFBX néo
apresentaram diferenga significante entre antes e pds sesséo de exercicio dentro

dos grupos e entre os dois grupos.

Zeng e colaboradores (2017) em seu estudo visou investigar os efeitos dos
androgends exdgenos e do exercicio de resisténcia, durante o processo de
hipertrofia do musculo esquelético com foco no papel da sinalizacao MTOR,
utilizando 24 ratos machos Sprague—Dawley com 8 semanas de idade e 290,9 *
13,5 g de massa, os ratos foram submetidos a 4 dias de adaptagédo de exercicios
na esteira, e foram distribuido aleatoriamente em quatro grupos com o n=6 sao
eles: SHAM + SED (operacao simulada de implantagdo de DHT subcutaneo sem
exercicio); SHAM + EX (operacédo simulada de implantacdo de DHT subcutaneo
com exercicio); DHT + SED (operagéao de implantacdo de DHT 50mg subcuténeo
sem exercicio); DHT + EX (operagao implantacdo de DHT 50mg subcutaneo com
exercicio). Os ratos dos grupos de exercicio passaram por 10 dias de protocolo de
treinamento na esteira em uma velocidade de 20m/min com inclinacdo de 10%
durante 60 minutos por dia, foi analisado a expressao de MTOR do musculo

gastrocnémio.

Foram encontradas diferencgas significativas entre os grupos SHAM + EX,
DHT + SED, DHT + EX em relacdo ao grupo SHAM + SED e DHT + EX em relacao

ao grupo DHT + SED na fosforilagdo de MTOR (valores de p nao informado).
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Conclui-se que o estudo demonstrou que a combinagdo de protocolo de
treinamento com o uso de DHT pode promover um efeito mais desejavel na
promogdo de sintese e sinalizacdo de proteinas musculares, reguladas

principalmente pela ativagéao de via MTOR.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CONSIDERACOES E ASPECTOS ETICOS

A pesquisa tem aprovacdo do Comissdo de Etica e Pesquisa no Uso de
Animais da Universidade Federal do Maranhdao (CEUA/UFMA), sob registro n®
23115.010155/2019-81, os experimentos foram realizados de acordo com as
recomendacgdes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério

(SBCAL/COBEA, 2012).

5.2 POPULACAO E AMOSTRA

5.2.1 Calculo amostral

O processamento do calculo amostral foi realizado por meio do software G
Power, versdao 3.1.9.2. Assim, elegeu-se como variavel desfecho o peso do
musculo gastrocnémio (g). O calculo foi baseado na deteccao de diferencas de 0,42
g entre os grupos, assumindo um desvio padrao de 0,2435 pontos, e um tamanho
de efeito de 1,742 com base no estudo de Macédo, 2018. Assim, considerando-se
um poder estatistico de 80% e alfa de 5%, foi estimado um nimero de 7 animais

por grupo.
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Figura 1: Calculo do tamanho do efeito e tamanho amostral no programa G Power.

5.2.2 Amostra

O estudo foi realizado com 97 Rattus novergicus machos da linhagem Wistar

com idade inicial de 60 dias e massa corporal de 200 a 350 g, procedentes do

Biotério da Universidade Federal do Maranhao-UFMA. Os ratos permaneceram sob

condicdes higiénicas em gaiolas coletivas (dimensdes 41x34x16cm), em grupos de

5 ratos por gaiola, mantidos em uma sala climatizada com controle de temperatura

entre 24°C a 28°C, e sob ciclo alternado de claro/escuro de 12 horas e foram

alimentados com racdo balanceada padrao para roedores Nuvilab® (Colombo,

Parand, Brasil) e agua ad libidum.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 11 grupos compostos 6 a 11

ratos cada:

1) Grupo Controle sem intervengéo (C) (n=10);
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Grupo Suplemento (W2) (n=11): suplementado com 2g/kg/dia de Whey
Proteins pelo método de gavagem;

Grupo Suplemento (W4) (n=10) suplementado com 4g/kg/dia de Whey
Proteins pelo método de gavagem;

Grupo Suplemento (W6) (n=7): suplementado com 6g/kg/dia de Whey
Proteins pelo método de gavagem;

Grupo Controle Treinamento (TC) (n=10): Grupo de Treinamento
resistido sem suplementacao;

Grupo treinamento e suplementado (TW2) (n=9): treinamento resistido e
suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins pelo método de
gavagem;

Grupo treinamento e suplementado (TW4) (n=6): treinamento resistido e
suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins pelo método de
gavagem;

Grupo treinamento e suplementado (TW6) (n=7): treinamento resistido e
suplementado com 6g/kg/dia de Whey Proteins pelo método de
gavagem;

Grupo suplementado e aplicacao de Decanoato de Nandrolona (W2D)
(n=10): suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins pelo método de

gavagem e aplicacao de Decanoato de Nandrolona 0,5 mg/kg;

10) Grupo Controle Treinamento e aplicagcdo de Decanoato de Nandrolona

(TCD) (n=10): Grupo de Treinamento resistido e aplicagdo de Decanoato

de Nandrolona 0,5 mg/kg;

11) Grupo treinamento, suplementacdo e aplicacdo de Decanoato de

Nandrolona (TW2D) (n=8): treinamento resistido, suplementado com
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2g/kg/dia de Whey Proteins pelo método de gavagem e aplicagdo de

Decanoato de Nandrolona 0,5mg/kg;

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

5.3.1 Inclusao

Rato macho saudavel da linhagem Wistar, com no minimo 60 dias de vida e

massa corporal entre 200g a 350 g.

5.3.2 Exclusao

Ratos que se indisporem a fazer o teste de Peso Maximo Carregado (PMC),

e/ou treinamento resistido foram realocados para o grupo controle.

5.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.4.1 Controle da massa corporal

A massa corporal do rato foi medida no inicio de cada semana para registro
semanal e ajuste das doses de Whey Proteins, Decanoato de Nandrolona e nos

dias de teste de peso maximo carregado, para célculo da carga da primeira subida
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no teste. Para isso, os ratos foram colocados em contensor e medidos em balanca

semi analitica (Modelo ES220, Weblabor, Sdo Paulo, Brasil) com precisao de 0,1g.

5.4.2 Suplementacao/ gavagem

A suplementacdo de Whey Proteins foi administrada através do método
gavagem, que consiste na introducao de uma agulha lentamente na cavidade oral,
através da boca e da faringe para o esbéfago. A agulha é do tipo ponta-bola
(Bonther®) de aco inox, canula de diamentro 1,2 mm com esfera de 2,3 mm, raio
de 40 mm e comprimento de 54 mm para evitar o risco de lesdo ao esbéfago, sendo
necessaria a contencdo do animal de modo que mantenha a sua cabeca

imobilizada (Neves, Mancini Filho, Menezes, 2013).

A gavagem foi realizada diariamente durante 12 semanas de estudo, e os
ratos passarao por 3 sessdes de adaptacao a gavagem antes do inicio do protocolo
experimental. A dose diaria de Whey Proteins foi dividida em 3 gavagens de 5 mL
cada, que corresponde a capacidade de dieta liquida de um rato com 250 g (2ml a
cada 100 g), com intervalo de 60 minutos entre gavagens, pois esse tempo
corresponde ao tempo médio de esvaziamento gastrico dos ratos para dietas a
base de liquido (Andersen e colaboradores, 2004) em todos os grupos. Nos grupos
suplementados cada gavagem contém a dosagem especifica (2g/kg/dia, 4g/kg/dia
e 6g/kg/dia) e os grupos controle e treinamento controle receberam o mesmo
volume com agua. O peso dos ratos foi avaliado semanalmente para readequacgao

da quantidade da suplementacéo.

A suplementacao com Whey Proteins segue as dosagens 2, 4 e 6g/kg/dia

dissolvido em agua filtrada, tendo concentragcdo comum de 0,189g/mL do
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Suplemento H.l Whey: Essencial Nutrition® (Sdo José, Santa Catarina, Brasil)
conforme o estudo de Macédo (2018) onde é apresentado 28 laudos comprovando
sua pureza e integridade, essa solugdo apresenta o pH 6.8 em temperatura
ambiente, medido através do Phmetro QUIMIS®, QA338-ECV e solugéo apresenta
viscosidade baixa. Conforme laudos técnicos fisico-quimico da Essential Nutrition®,
que corresponde a 0,166g/mL de proteinas do soro do leite. A medida do Whey
Proteins para preparacao da solugdo padréao foi realizada em balanga analitica
(AD200, Marte cientifica, S&o Paulo Brasil) com precisao de 0,001g. A composi¢ao
nutricional e o aminograma da H.l Whey: Essencial Nutrition® (S&o José, Santa

Catarina, Brasil) estdo descritos nos quadros 1 e 2, respectivamente.

Quadro 1: Composicao Nutricional da Proteina do Soro do Leite H.l Whey Proteins.

Informacao Nutricional
Quantidade por porcao: 25¢g Valor diario (%)
Valor energético 93kcal=391kdJ | 5%
Carboidratos, dos Og 0%
quais:
- Polidis Og **
- Sacarose Og **
- Lactose Og **
- Glicose Og **
Proteinas 229 29%
Gorduras totais Og 0%
Gorduras saturadas | Og 0%
Gorduras trans Og **
Fibra alimentar Og 0%
Sadio 88mg 4%
Célcio 118mg 12%
Fosforo 63mg 9%
Magnésio 22mg 8%

Quadro 2: Aminograma da Proteina do Soro do Leite H.I Whey Proteins.

Aminograma

Quantidade por porgdo (25 gramas)

Aminoéacidos

| Gramas (g)
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Acido aspartico 2,539
Acido glutamico 4,009
Alanina 1,109
Arginina 0,469
Cistina 0,51¢g
Fenilalanina 0,669
Glicina 0,379
Histidina 0,399
Isoleucina 1,539
Leucina 2,379
Lisina 2,219
Metionina 0,48g
Prolina 1,349
Serina 1,029
Tirosina 0,649
Treonina 1,619
Triptofano 0,469
Valina 1,299

5.4.3 Controle do consumo de Racao

O consumo de ragéo foi controlado diariamente, sendo realizado sempre
antes do protocolo experimental. Foi padronizada a quantidade de 300g para cada
caixa. Para isso, sera utilizada balanga semi analitica (Modelo ES220, Weblabor,

Sao Paulo, Brasil) com precisao de 0,1g.

5.4.4 Treinamento resistido

5.4.4.1 Protocolo de adaptacao ao treinamento
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Os ratos foram gradualmente adaptados para o ato de escalar com
equipamento de carga preso na cauda sem adicdo de carga por 3 dias nao
consecutivos (Intervalo de 48 horas entre sessdes) que foi realizado em uma
escada vertical (110 cm de altura, 18 cm de largura, grade com espagamento de
2cm entre os degraus e inclinagado de 80°, com caixa de 20x20x20 cm no topo da

escada). Este modelo (figura 2) de treinamento resistido é proposto por Hornberger,

Farar (2004).
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Figura 2: Escada para realizacdo de treinamento resistido. Fonte Laboratério
LAFIPEMA.

5.4.4.2 Teste de carga maxima (TCM)

Dois dias apds o procedimento de familiarizagédo, foi executado o Teste de

Carga Maxima para todos os ratos dos grupos de treinamento. Para a subida inicial,
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0 peso carregado € de 75% da massa corporal do rato. Em seguida, foi adicionada
uma carga de 30 gramas com um periodo de descanso de 120 segundos entre
cada subida, até atingir a carga maxima, exatamente quando o rato ndo conseguir
mais subir toda a extensdo da escada entre 4-9 tentativas. A falha é definida quando
o rato ndo conseguiu continuar a subir a escada apds 3 estimulos consecutivos na
cauda (com o uso de pingas). A maior carga que o rato conseguiu suportar por toda
a extensao da escada é considerado o Peso Maximo Carregado (PMC) para aquela

sessao de teste (Hornberger, Farrar, 2004; Krug e colaboradores, 2016).

Este procedimento foi aplicado a cada duas semanas durante as 12
semanas de treinamento, a fim de determinar a intensidade de treinamento e

acompanhar as adaptacdes da forca muscular.

5.4.4.3 Protocolo de treinamento resistido

Apos o teste de carga maxima (TCM), foi iniciado o programa de treinamento
resistido, com frequéncia de trés vezes semanais, em dias alternados (segundas,
quartas e sextas) durante 12 semanas. Cada sessao consistiu em 4 subidas com
intervalo de 120 segundos na escada com 50%, 75%, 90% e 100% do peso maximo
carregado, respectivamente, sendo o protocolo de exercicio, adaptado de

Hornberger, Farrar, (2004).

5.4.5 Aplicacao de Decanoato de Nandrolona
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A aplicagao foi intramuscular, a substancia foi injetada no musculo da porg¢ao
posterior das patas traseiras, mantendo distancia do fémur e nervo ciatico, sendo
o rato manualmente contido, a ponta da agulha foi inserida através da pele e no
musculo. Aspirando brevemente com a seringa antes de injetar a substancia, para
verificar se havera retorno de sangue, caso a agulha penetre um vaso
(SBCAL/COBEA, 2012), a dose definida foi 0,5 mg/kg, inferior a dose fisiolégica de
0,7mg/kg (Matushima, 2018). O peso dos ratos foi avaliado semanalmente para
readequacdo da concentracdo, mantendo a dose de 0,5 mg/kg Decanoato de

Nandrolona.

5.4.6 Eutanasia

Vinte e quatro horas apds os procedimentos experimentais finais e com 12
horas de privacdo de alimentos, os ratos foram anestesiados com injegéao
intraperitoneal de Xilasina (10mg/kg de massa corporal) e Cetamina (75mg/kg de
massa corporal), conforme sugerido por SBCAL/COBEA (2012) Krug e

colaboradores (2016); Macedo e colaboradores, (2014) e posterior decapitacao.

Ap6és a retirada do material biolégico utilizado para as analises, as carcacas
foram embaladas em saco plastico, devidamente lacradas e encaminhadas ao
biotério central da Universidade Federal do Maranhdo para procedimento de
incineracdo. Todos o0s procedimentos foram executados seguindo as

recomendacdes do (SBCAL/COBEA, 2012).

5.4.7 Extracédo do Musculo e Armazenamento
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A obtengdo do tecido muscular seguira a recomendagdo de Xia e
colaboradores, (2016) e Hornberger e Farrar, (2004) dessa forma foi retirado o
musculo gastécnémio. O musculo gastécnémio da pata esquerda do rato foi
embebido em formaldeido a 10% por 24 horas e posteriormente em alcool etilico
por 7 dias para posterior analise histologica. A porcao superficial (branca) de
musculo gastrocnémico e o FHL da pata direita serdo submersas em solucao
estabilizadora de RNA (Invitrogen™: RNAlater™) em seguida armazenados a -

80°C para posterior analise em Polymerase Chain Reaction - Real Time (PCR-RT).

5.4.8 Expressao Génica de MTOR, MURF-1, MAFBX

5.4.8.1 Extracao de RNA

Para a adequada extracdo e quantificacdo de RNA, foi utilizado o seguinte

protocolo:

1) Apés a retirada do tecido da refrigeragéo a -80°C, as amostras de trabalho
foram cortadas e pesadas entre 0,25 a 20 miligramas e armazenadas em um tubo

estéril;

2) Para cada amostra ira ser adicionados 500 pl da solugéo de tampéao LBA
e TG Buffer, acrescidos de 500 pl do tampao de extragdo de RNA (RDB), em

seguida, incubar por um 1 minuto a temperatura ambiente;
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3) ApGs a incubagéo, foi utilizado um homogeneizador de tecidos para
facilitar a reacdo, em seguida, o material sera centrifugado por 3 minutos a 10.000

X g para a retirada dos debris insoluveis.

4) ApGs esse processo, o lisado sera transferido para um novo tudo estéril,
tomando cuidado para que nao seja transferido nenhum debri. Em seguida, foi

adicionado 340 pul de isopropanol;

5) Em seguida, foi preparado o conjunto de 1 coluna (ReliaPrep™
Minicolumn), 2 tubos coletores e 1 tubo de eluicdo para cada amostra. Em
sequéncia, serdo adicionados até 700 pl do lisado para a ReliaPrep™ Minicolumn
e centrifugar-se-a por 1 minuto a 12.000 x g. Repetirar-se essa etapa em fungéo do

volume do lisado, descartando-se o volume residual entre cada etapa;

6) Apos esse processo, foram adicionados 500 pl de RNA Wash Solution a
ReliaPrep™ Minicolumn e centrifugados por 30 segundos a 12.000 x g, em seguida
o descarte do volume residual e armazenamento a ReliaPrep™ Minicolumn em um

rack refrigerado;

7) Na sequéncia, foi preparado o mix de incubacao de DNase |, ao combinar-
se, nessa ordem, 24 ul do Buffer de nucleo amarelo, 3 ul de Cloreto de Manganés
(MnCl2) a 0,09 Molar e 3 ul enzima DNase | para cada reacdo. Em seguida, foram
aplicados 30 pl do mix diretamente a membrana da ReliaPrep™ Minicolumn e

incubamento por 15 minutos a temperatura ambiente;

8) Ap0s a incubagéao, foram adicionados 200 pl da Column Wash Solution a
ReliaPrep™ Minicolumn e o centrifugamento por 15 segundos a 12.000 x g. Em

seguida, foram adicionados 500 pl de RNA Wash Solution a ReliaPrep™
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Minicolumn e centrifugamento por 30 segundos a 12.000 x g. Ao final desse
processo, foi feito descarte do tubo coletor e colocou-se a ReliaPrep™ Minicolumn

em um novo tubo coletor;

9) Em sequéncia, foi adicionado 300 yl de RNA Wash Solution a ReliaPrep™

Minicolumn e centrifugado por 2 minutos a 12.000 x g;

10) Apods essa etapa, ocorreu o descarte o tubo coletor e encaixamento a
ReliaPrep™ Minicolumn em um tubo de eluicdo. Em seguida, sera adicionado 30
Ml de Nuclease Free Water a ReliaPrep™ Minicolumn e centrifugado por 1 minuto

12.000 x g.

11) Por fim, descartado a ReliaPrep™ Minicolumn, tampado o tubo de
eluicao contendo o RNA purificado e feito armazenamento em refrigeracéo a -80°C

para posterior conversdao em c-DNA.

5.4.8.2 Transcriptase reversa

Para a, Transcriptase reversa utiliza-se o seguinte protocolo:

1) Inicialmente, o tampao 5x SSIV Buffer sera pré-aquecido a temperatura

ambiente e reservado para utilizagdo posterior;

2) Em seguida, prepara-se o mix de anelamento, ao combinar-se, nessa
ordem, 1 pl de Random hexamers, 1 ul de dNTP mix a 10 mM, 13 ul de DEPC -

agua tratada e 11 pl de RNA purificado para cada amostra;

3) Apds essa etapa, sera aquecido o mix por 5 minutos a 65°C e, em seguida,

incuba-se no gelo por pelo menos 1 minuto;
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4) Em seguida, prepara-se o mix de transcricdo reversa, ao combinar-se,
nessa ordem, 4 ul do tampao 5x SSIV Buffer, 1 uplde DTT a 100 mM, 1 pl de inibidor
de ribonuclease e 1 pl da SuperScript™ IV Reverse Transcriptase (200 U / pl) para

cada amostra;

5) Apéds essa etapa, adiciona-se 7 pl do mix de transcrigéo reversa para cada
amostra ao mix de anelamento, e incuba-se a reacéao por 10 minutos a 23°C, em
seguida por 10 minutos a 55°C e por 10 minutos a 80°C. Em seguida armazena-se

o DNA complementar (c-DNA) em refrigeracéo a - 20°C.

5.4.8.3 Reacao de cadeia de polimerase (Power Syber Green)

Para a, Power Syber Green utiliza-se o seguinte protocolo:

1) Inicialmente, para a reacdo de cadeia de polimerase, prepara-se 0 mix
Power Syber Green, ao combinar-se, nessa ordem, 6 ul de Power Syber Green, 0,4

ul do primer F, 0,4 pl do primer R e 4,5 pl de agua ultrapura para cada gene alvo;

2) Apés essa etapa, homogeneiza-se e distribuiu-se 11 pl do mix em cada

poco da placa, de acordo com o numero de reacoes;

3) Em seguida, acrescenta-se 1 pl c-DNA das amostras em cada poc¢o da
placa, ap0s esse processo, veda-se a placa. Em ocasides em que houve formacao
de bolhas na placa, utiliza-se o spin. ApGs preparagao prévia, coloca-se a placa no

aparelho StepOne e inicia-se a reacao;
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4) Utiliza-se a seguinte ciclagem: 95°C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos

de 94°C a 15 segundos, 55°C a 30 segundos e 72°C a 30 segundos.

5.4.8.4 Analise quantitativa da transcricao reversa por PCR tempo real

O PCR-RT foi realizado no Sistema de Deteccdo de Sequéncia ABI 7300

para os seguintes primers:

1) MTOR rato (NM_019906) forward, 5'-TCTTCTTCCAGCAAGTTCAGC-3',

e reverso, 5' GAATCAGACAGGCACGAAGG-3' (tamanho do produto de 97 pb);

2) MAFBX rato (NM_133521) forward, 5'-GCAAAACATAAGACTCATACG-

3', e reverso, 5' GTAGAGTGGTCTCCATTCG-3' (tamanho do produto 83 pb);

3) MURF-1 rato (NM_080903) forward, 5'-AGGTGAAGGAGGAACTGAG-3',

e reverso, 5' AACTGCTCTCGGTACTGG-3' (tamanho do produto de 86 pb).

5.4.9 Analises Histolégicas

Os procedimentos histolégicos foram realizados conforme preconiza Caputo,

Gitirana e Manso (2010) e descritos a sequir.

Para a fixacao, o musculo gastrocnémio foi embebido em formaldeido a 10%

por 24 horas e posteriormente em alcool etilico por 7 dias.

Em seguida, o musculo foi seco com papel filtro e, com auxilio de um

paquimetro cientifico da marca Messen®, com graduacdao de 0,01 mm, com
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amplitude entre 0 a 150 mm, realizou-se a mensurag¢do de uma extremidade a outra
e realizou-se uma secgao transversal no ponto medio, em seguida realizaram-se

duas secgobes transversais de 2-3mm, um a esquerda e outro a direita.

Apés realizados os procedimentos de corte e mensuracdo do musculo
gastrocnémio, as amostras foram armazenadas em cassetes histologicos e
identificadas. Seu processamento foi realizado no processador automatico de
tecidos para histologia da marca Luptec, iniciando com a desidratacdo com alcool
etilico em concentracdes crescentes, variando de alcool 70% a absoluto, seguido

de clarificagdo com xilol e posterior impregnagao em parafina.

Em seguida foram realizados cortes de 4 um de espessura em microtomo
rotativo de parafina da marca YIDI. Os cortes foram corados com hematoxilina e
ensina e montados para posterior analise histoldgica e descricdo e avaliagdo da

dimensao das fibras musculares.

A mensuracao das células musculares foi realizada conforme o preconizado
por Bodine e colaboradores (2012) e ilustrada na figura 3, onde foram analisadas e
mensuradas 150 células para cada amostra, com o auxilio de microscopio optico
biologico trinocular da marca ANATOMIC, no aumento de 40 vezes, obtendo-se a
area celular em micrémetros quadrados (um?2). As imagens foram analisadas

usando o programa AxioVision, versao 4.9.1.
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Figura 3: Mensuracao de area celular do musculo gastrocnémio. Fonte: Laboratorio
LAFIPEMA.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram testadas quanto a sua distribuicdo através do teste de
Shapiro-Wilk. Os dados estdo apresentados em média e erro padrdo, porcentagem
e expressao relativa. Para a comparagdo semanal da massa corporal absoluta,
delta de variagdo da massa corporal, consumo de ragcdo, consumo de proteina e
peso maximo carregado sera utilizado teste ANOVA two-way. Para avaliacdo da
massa do musculo gastrocnémio e a expressao génica serd utilizado teste ANOVA
one-way. O post-hoc de Tukey foi utilizado para determinar as diferencas
estatisticas entre todas as andlises e nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

O software utilizado para as analises estatisticas é o Graphpad Prism verséo 8.02.
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6 RESULTADOS

As varidveis apresentadas fazem referéncia a massa corporal total e delta
de variagdo de massa corporal total, consumo de whey proteinas, mudangas no
peso maximo carregado nos deltas, peso do musculo gastrocnémio esquerdo
relativo a 100g do animal, diametro histolégico do musculo gastrocnémio esquerdo
e variagdo da expressdo génica de MTOR, MURF-1 e MAFBX do mdusculo

gastrocnémio direito.
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Tabela 1- Massa Corporal Total (MCT), Relativa em média, Erro padrao e

Percentual

C (n=10)
W2 (n=11)
W4 (n=10)
W6 (n=7)

TC (n=7)
TW2 (n=9)
TW4 (n=6)
TW6 (n=7)

WD2 (n=10)
TCD (n=10)

TWD2 (n=8)

S0 (9)

290,46
+ 5,17
299,57
+ 6,37
267,5
+ 8,26
254,84
+7,71
287,07
+ 3,70
303
+ 10,55
290,68
+ 16,38
297,57
+ 6,15
254,67
+ 7,01
249,88
+ 5,88
249,95
+ 6,71

S12 (g)

464,81
¥ 10,91
454,96
¥ 8,94
417,85
¥11,73
411,94
F17,42
453,14
¥ 9,55
441
¥ 18,92
422,17
F9,22
439,47
¥ 13,48
409,43
¥ 14,24
399,83
F9,42
395,63
¥ 16,02

Massa A
Corporal (g)

174,35
¥ 6,33
155,39
T 4,44
150,35
¥ 8,14
157,10
T 10,47
166,07
¥ 6,94
139
¥ 11,36
131,48
¥ 14,79
141,90
¥9,97
154,76
¥ 7,70
149,95
¥ 9,84
145,98
¥ 13,97

Massa

Corporal (%)

59,9
+ 1,54
52,01
+ 1,59

56,7
+ 3,56

61,4
+2,74

57,8
+2,10

46
+ 3,07

46,97
+ 6,92
47,66
+ 3,09
60,56
+ 1,63
60,59
+ 4,55
58,49
+ 5,79

A= 812-S0; SO = Inicial; S12 = Final C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-

1; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-1; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-1; TC = Treinado ndo suplementado; TW2
TW4 = Treinado+4g-kg-dia-1;
Sedentario+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana; TCD
Treinado+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana

Treinado+2g-kg-dia-1;

Treinado+6g-kg-dia-1; ;
Treinado + 0,5 mg-kg-semana; TWD2

WD2

Os seguintes grupos apresentaram diferenca significativa na semana 0, sao

eles : C vs. TCD (p=0,0209), C vs. TWD2 (p=0,0390, W2 vs. W6 (p= 0,0168), W2

vs. WD2 (p= 0,0044), W2 vs. TCD (p= 0,0009), W2 vs. TWD2 (p= 0,0025),W6 vs.

TW2 (p=0,0115), TW2 vs. WD2 (p= 0,0032), TW2 vs. TCD (p=0,0007), TW2 vs.

TWD2 (p= 0,0018), TW4 vs. TCD (p= 0,0263), TW4 vs. TWD2 (p= 0,0465), TW6

vs. WD2 (p= 0,0323), TW6 vs. TCD (p= 0,0098), TW6 vs. TWD2 (p= 0,0179), como
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relatado na figura 4, os grupos WD2, TCD e TW2D apresentam valores de massa

corporal total que diferem dos outros grupos de forma significativa.
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Figura 4 — Massa corporal total inicial de todos os grupos.

Legenda: C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-1; W4
Sedentario+4g-kg-dia-1; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-1; TC = Treinado ndo suplementado; TW2
Treinado+2g-kg-dia-1; TW4 = Treinado+4g-kg-dia-1; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-1; WD2 =
Sedentario+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana; TCD = Treinado + 0,5 mg-kg-semana; TWD2 =
Treinado+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos): *= indica
diferenca significativa na Semana 0 em relagado ao grupo C sao eles: C vs. TCD (p=0,0209), C vs. TWD2
(p=0,0390); #= indica diferenga significativa na Semana 0 em relagdo ao grupo W2 sao eles: W2 vs. W6 (p=
0,0168), W2 vs. WD2 (p= 0,0044), W2 vs. TCD (p= 0,0009), W2 vs. TWD2 (p= 0,0025); a= indica diferenca
significativa na Semana 0 em relagdo ao grupo W6 sao eles:W6 vs. TW2 (p=0,0115); B= indica diferenca
significativa na Semana 0 em relagdo ao grupo TW2 séo eles: TW2 vs. WD2 (p= 0,0032), TW2 vs. TCD
(p=0,0007), TW2 vs. TWD2 (p= 0,0018); &= indica diferenga significativa na Semana 0 em relagédo ao grupo
TW4 séo eles: TW4 vs. TCD (p= 0,0263), TW4 vs. TWD2 (p= 0,0465); y= indica diferenga significativa na
Semana 0 em relagdo ao grupo TW6 sao eles: TW6 vs. WD2 (p= 0,0323), TW6 vs. TCD (p= 0,0098), TW6 vs.
TWD2 (p= 0,0179).
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O delta de massa corporal final ndo apresentou diferenga significativa entre

todos os grupos, como mostra a figura 5.

Gramas (g)

0\\{9

Grupos

Figura 5 — Delta da massa corporal total final de todos os grupos.

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-1; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-1; W6
= Sedentario+6g-kg-dia-1; TC = Treinado n&do suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-1; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia-1; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-1; WD2 = Sedentario+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana; TCD
= Treinado + 0,5 mg-kg-semana; TWD2 = Treinado+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana. ANOVA One-Way post
hoc Tukey (Intergrupos) nao apresentou diferenga significativa.
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6.2 CONSUMO DE WHEY PROTEINS

O consumo absoluto de Whey Proteins demonstrou diferenca significativa

em todos grupos entre a semana 0(S0) e semana 12(S12), com valor de p(<0,001).

Tabela 2- Consumo absoluto de whey proteins (g. semana) em média e erro

padrao

SO S12
C (n=10) N&o Suplementado N&o Suplementado
W2 (n=11) 4,19 6,32
+0,09 +0,13
W4 (n=10) 7,49 11,64
+0,23 +0,37
W6 (n=7) 10,70 17,42
+0,32 +0,68
TC (n=7) Nao Suplementado Nao Suplementado
TW2 (n=9) 4,24 6,08
+0,15 10,25
TW4 (n=9) 8,14 11,65
+0,46 +0,28
TW6 (n=7) 12,50 18,06
+0,26 +0,57
W2D (n=10) 3,63 5,73
+0,09 +0,20
TCD (n=10) Nao Suplementado Nao Suplementado
TW2D (n=8) 3,53 5,54
+0,09 +0,22

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-1; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-1; W6
= Sedentario+6g-kg-dia-1; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-1; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia-1; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-1; WD2 = Sedentario+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana; TCD
= Treinado + 0,5 mg-kg-semana; TWD2 = Treinado+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana.
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6.3 TESTE DE PESO MAXIMO CARREGADO (PMC)

Tabela 3- Variagdo do Peso Maximo Carregado (g) em média e erro padrao
conforme o reajuste a cada duas semanas do treinamento resistido.
TC (n=7) TW2 TW4 TW6 TCD TWD2
(n=9) (n=9) (n=7) (N=10) (N=8)
A2 101,57 86,24 155,57 63,41 58,98 78,65
+ 10,09 + 11,28 + 16,19 +17,41 +19,46 + 18,51
A4 138,73 180,70 199,16 136,93 125,23 117,88
+17,66 + 10,16 + 17,65 +1790 +20,06 + 17,64
A6 207,89 195,73 226,95 156,96 135,02 134,58
+ 25,05 +7,16 + 16,90 +19,11 +19,12 +23,39
A8 223,97 233,53 267,69 220,93 142,76 144,63
+ 22,07 + 13,38 + 24,44 +19,93 F14,16 +23,34
A10 269,38 257,83 253,93 240,82 169,93 202,85
+ 13,08 +6,63 + 22,93 +18,08 +16,42 + 19,82
A12 307,64 261,99 319,62 267,47 165,63 194,52
+12,70 + 11,06 +19,62 +2449 +21,06 + 16,06
A2 % 127,68 95,34 147,91 105,81 51,22 64,89
+8,98 + 6,57 + 18,00 +16,37 +726 +7,83

AO= S0; A2 = S2-S0; A4 = S4-S0; A6 = S6-S0; A8 = S8-S0; A10 = S10-S0; A12 = S12-S0. TC = Treinado nao
suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-1; TW4 = Treinado+4g-kg-dia-1; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-1; TCD
= Treinado + 0,5 mg-kg-semana; TWD2 = Treinado+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana.

Encontrou-se diferenca na semana 0 entre os grupos TC vs. TCD (p=
0,0005), TC vs. TWD2 (p= 0,0478), TW4 vs. TCD ( p<0,0001), TW4 vs. TWD2
(p=0,0046), TW6 vs. TCD (p= 0,0094) mostrando um perfil com uma caracteristica
quase heterogénea entre os grupos na fase inicial, ja no A2 houve diferenga
significativa somente nos grupos TW6 vs. TCD (p= 0,0238), e no A4 houve
diferenga significativa entre os grupos TC vs. TW2 (p= 0,0049), TC vs. TCD (p=
0,0061), TW2 vs. TW6 (p=0,0499), e a ultima diferenca apresentada foi no A8 entre
os grupos TW2 vs. TWD2 (p=0,0367), no deltas seguintes a diferenca pareceu

estabilizar, e ndo ocorreu diferengas significativas.
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Figura 6 — Variacao do Peso Maximo Carregado de todos os grupos durante 12 semanas

AO= S0; A2 = S2-S0; A4 = S4-S0; A6 = S6-S0; A8 = S8-S0; A10 = S10-S0; A12 = S12-S0. TC = Treinado nao
suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-1; TW4 = Treinado+4g-kg-dia-1; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-1; TCD
= Treinado + 0,5 mg-kg-semana; TWD2 = Treinado+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana. ANOVA Two-Way post
hoc Tukey (Intergrupos). *= Foi apresentado diferenga significativa na semana 0 (S0): TC vs. TCD (p= 0,0005),
TC vs. TWD2 (p= 0,0478), TW4 vs. TCD ( p<0,0001), TW4 vs. TWD2 (p=0,0046), TW6 vs. TCD (p= 0,0094);
#= No A2 houve diferenga significativa entre os grupos TW6 vs. TCD (p= 0,0238); a= No A4 houve diferenca
significativa entre os grupos TC vs. TW2 (p= 0,0049), TC vs. TCD (p= 0,0061), TW2 vs. TW6 (p=0,0499); B=
No A8 houve diferencga significativa entre os grupos TW2 vs. TWD2 (p=0,0367).

Os grupos TC, TW2 e TCD nao apresentaram diferenca significativa em
relacao ao delta anterior a partir da quarta semana, onde ocorre uma estabilizagao
mais acentuada do ganho de forca, respectivamente os grupos TWD2, TW4 tem
esse comportamento que ocorre a partir da segunda semana e no grupo TW6 na

sexta semana.
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Figura 7- Representagao grafica do Peso Maximo Carregado do grupo TC

Gramas (g)

1 1 1 1
A0 A2 A4 A6

A8 A10 A12

Delta Semanal

Figura 8- Representacgao grafica do Peso Maximo Carregado do grupo TW2
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Figura 9- Representacgao grafica do Peso Maximo Carregado do grupo TW4
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Figura 10- Representagao grafica do Peso Maximo Carregado do grupo TW6
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Figura 11- Representagdo grafica do Peso Maximo Carregado do grupo TCD
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Figura 12- Representagao grafica do Peso Maximo Carregado do grupo TWD2
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6.4 PESO DO MUSCULO GASTROCNEMIO ESQUERDO RELATIVO A
100G DO RATO

No peso da massa do gastrocnémio relativo ao peso de 100g do animal,
apresentou diferenca significativa nos grupos W2 vs. TW2 (p=0,0252), W2 vs. TW6
(p=0,0065) e W6 vs. TW6 (p= 0,0470), onde a variavel treinamento parece
influenciar de forma vigora no aumento de peso do musculo, enquanto a variavel

de aplicacao de decanoato de nandrolona ndo causou mudanca significativa.

Miligramas (mg)

1 1 1 1

(€] \‘\'\r {@t $¢) «0 QX{" Q‘\b‘ &Q&\o"\:\o%x Q‘P

Grupos

Figura 13- Representagao grafica do peso da massa total do musculo gastrocnémio relativo a cada 100g do
animal.

C = Controle Sedentario nao suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-1; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-1; W6
= Sedentario+6g-kg-dia-1; TC = Treinado n&do suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-1; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia-1; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-1; WD2 = Sedentario+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana; TCD
= Treinado + 0,5 mg-kg-semana; TWD2 = Treinado+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana. ANOVA One-Way post
hoc Tukey (Intergrupos) *= W2 vs. TW2 (p=0,0252), W2 vs. TW6 (p=0,0065) e #= W6 vs. TW6 (p=
0,0470).
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6.5 DIAMETRO HISTOLOGICO DO MUSCULO GASTROCNEMIO

ESQUERDO

Os grupos nao apresentaram diferenca significa em relagao ao didmetro do

gastrocnémio esquerdo, como mostra a figura 14.
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Figura 14- Representagdo grafica do didmetro histolégico do musculo gastrocnémio esquerdo.

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-1; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-1; W6
= Sedentario+6g-kg-dia-1; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-1; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia-1; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-1; WD2 = Sedentario+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana; TCD
= Treinado + 0,5 mg-kg-semana; TWD2 = Treinado+2g-kg-dia-1 + 0,5 mg-kg-semana. ANOVA One-Way post
hoc Tukey (Intergrupos) nao apresentou diferenca significativa
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6.6 EXPRESSAO GENICA DE MTOR, MURF-1 E MAFBX DO MUSCULO
GASTROCNEMIO DIREITO

Na expressao génica de MTOR os grupos W2 vs. TC (p= 0,0176), W4 vs.
TC (p= 0,0329) e W6 vs. TC (p= 0,0437) apresentaram diferenca significativa,
mostrando grande influéncia do treinamento na expressao desse gene. Em relagéao
a expressao de MURF-1 os C vs. W4 (p= 0,0319) e C vs. W6 (p= 0,0160),
apresentaram diferengca significativa, todavia o0s grupos suplementados
apresentaram medias inferiores ao grupo controle. Diferente dos genes anteriores
os a expressdo de MAFBX nao apresentou diferenca significativa em nenhum dos

grupos.
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Figura 15- Representacéo gréafica expressao génica de MTOR do musculo gastrocnémio direito.

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentério+2g-kg-dia-1; W4 = Sedentério+4g-kg-dia-1; W6
= Sedentario+6g-kg-dia-1; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-1; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia-1; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-1. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos)= W2 vs.
TC (p=0,0176), W4 vs. TC (p= 0,0329) e W6 vs. TC (p= 0,0437).
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Figura 16- Representacéo gréafica expressao génica de MURF-1 do musculo gastrocnémio direito.

C = Controle Sedentario nao suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-1; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-1; W6
= Sedentario+6g-kg-dia-1; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-1; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia-1; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-1. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos)= C vs.
W4 (p=0,0319) e C vs. W6 (p= 0,0160).
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Figura 17- Representacao gréafica expressao génica de MAFBX do musculo gastrocnémio direito.

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-1; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-1; W6
= Sedentario+6g-kg-dia-1; TC = Treinado n&do suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-1; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia-1; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-1. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos) nao
apresentou diferenca significativa.
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7 DISCUSSAO

A massa corporal demonstrou diferenca significativa na semana 0 entre os
grupos C vs. TCD (p=0,0209), C vs. TWD2 (p=0,0390, W2 vs. W6 (p= 0,0168), W2
vs. WD2 (p= 0,0044), W2 vs. TCD (p= 0,0009), W2 vs. TWD2 (p= 0,0025),W6 vs.
TW2 (p=0,0115), TW2 vs. WD2 (p= 0,0032), TW2 vs. TCD (p=0,0007), TW2 vs.
TWD2 (p= 0,0018), TW4 vs. TCD (p= 0,0263), TW4 vs. TWD2 (p= 0,0465), TW6
vs. WD2 (p= 0,0323), TW6 vs. TCD (p= 0,0098), TW6 vs. TWD2 (p= 0,0179), mas
apesar dos grupos WD2, TCD e TWD2 apresentarem diferenga inicial aos demais
grupos, o delta de ganho de massa total se manteve na mesma proporgao aos

demais grupos, nédo apresentando diferenga no delta ao final das 12 semanas.

O consumo de Whey mostrou aumento dentro do esperado, pois esta
relacionado com o ganho de massa corporal total, com diferencga significativa entre

a semana 1 em relagdo a semana 12.

Em relacdo ao peso maximo carregado os grupos TC vs. TCD (p= 0,0005),
TC vs. TWD2 (p= 0,0478), TW4 vs. TCD (p<0,0001), TW4 vs. TWD2 (p=0,0046),
TW6 vs. TCD (p= 0,0094) apresentaram diferenga significativa na semana 0
demonstra na figura 6, mas no A2 apresenta diferenga somente no grupo TW6 vs.
TCD (p= 0,0238), no A4 TC vs. TCD (p= 0,0061), TW2 vs. TW6 (p=0,0499) e A8
TW2 vs. TWD2 (p=0,0367), demonstrando uma progressdo de aumento de forca
significativa em todos o grupos pelo protocolo de treinamento utilizado, mantendo

esse delta de ganho uniforme ao decorrer do final do experimento.

A respeito do ganho de forgca no grupo relagcdo ao ultimo teste como

demonstrado nas figuras 7, 8, 9, 10, 11, 12 teve predominancia significativa de



59
aumento até a semana 4 possivelmente pela adaptagao neural ao treinamento, mas
continuadamente obtendo aumentos positivos a caminhar para o final do

experimento.

O peso do musculo gastrocnémio esquerdo relativo a 100g do animal
apresentou diferenca nos grupos W2 vs. TW2 (p=0,0252), W2 vs. TW6 (p=0,0065)
e W6 vs. TW6 (p= 0,0470), a variavel treinamento resistido parece ter contribuido
positivamente no aumento da massa do musculo gastrocnémio esquerdo nos
grupos TW2 e TW6 em relacdo ao grupo W2 e W6 que recebeu somente

suplementacao de Whey Proteins.

Os dados obtidos (parciais) do diametro histolégico do musculo
gastrocnémio esquerdo demonstraram nao haver diferenga significativa entre os

grupos.

A expressao génicade MTOR, MURF-1 e MAFBX do musculo gastrocnémio
direito demonstrou diferenca significativa na expressdo de MTOR nos grupos W2
vs. TC (p= 0,0176), W4 vs. TC (p= 0,0329) e W6 vs. TC (p= 0,0437) corroborando
o estudo de Zeng e colaboradores (2017) onde todos os grupos de treinamento

tiveram maior expressdo de MTOR em relagao aos grupos sedentarios.

O gene MURf-1 demonstrou reducao nos grupos C vs. W4 (p= 0,0319) e C
vs. W6 (p= 0,0160), apenas e MAFBX nao apresentou diferenca significativa entre
0s grupos. Apesar de nao haver resultados similares na literatura, & importante
apontar o estudo de Steiner e colaboradores (2016) que demonstrou a reducao de
MURf-1 e MAFBX em dois grupos (operacgao simulada e castrado) de forma aguda
apds uma unica sessao de treinamento, isso demonstra a possiblidade desse

resultado ocorrer durante as sessdes de treinamento do experimento.
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8 CONCLUSAO

Os dados demonstram que o treinamento resisto aumentou a forca e a
massa corporal dos ratos quando associado a suplementacdo de whey proteins,
Decanoato de Nandrolona e Treinamento Controle (TC), estudos futuros devem ser
realizados com doses as acima das terapéuticas, para elucidar quais doses podem
apresentam diferencas significativas em relacdo aos outros grupos néao

hormonizados.
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