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INTRODUCAO

A aplicacdo de modelos de treinamento associados a exposi¢ao a hipdxia estdo se tornando cada vez mais
comuns na periodizacdo de atletas de alto rendimento. Tais modelos tornam-se interessantes, pois podem gerar
adaptacOes fisiologicas positivas perante as sessdes de treinamento, como a melhora de transporte de oxigénio,
aumento do volume de heméacias e da poténcia aerdbia (VOzma) (SINEX & CHAPMAN, 2015). Dentre as
diferentes metodologias de treinamento, LEVINE e STRAY-GUNDERSEN (1997) propuseram o modelo “Viver
alto — Treinar baixo” (VA-TB), modelo no qual os atletas vivem em ambiente hipdxico (altitude) e treinam em
ambiente normoxico. Esses autores, ao analisarem quarenta e um corredores de longa distancia de equipes
universitarias de atletismo e cross-country, mostraram que apenas 4 semanas de exposicdo a hipdxia (~2.500m de
altitude) foram suficientes para estimular a maior producdo de eritropoietina e aumentar o volume da massa de
glébulos vermelhos em até 9%. O modelo VA-TB busca principalmente a melhora da aptiddo aerdbia, mas
estimulos anaerdbios combinados com periodos de recuperacdo, como o High Intensity Interval Training (HIIT),
também geram adaptacfes tanto da poténcia quanto da capacidade aerébia (BUCHHEIT & LAURSEN, 2013;
LAURSEN, 2010; SEILER & T@NNESSEN, 2009), tornando instigante a investigacdo de aspectos do
metabolismo energético anaerdbio frente a adapta¢des advindas do modelo VA-TB. Ja é conhecido pela literatura
gue o aumento da intensidade do treinamento resulta em uma maior dependéncia da glicose plasmatica e do
glicogénio muscular (SOO; RAMAN; LAWLER; GOODS et al., 2023; VGLLESTAD & BLOM, 1985). Além
disso, a hipdxia exerce forte influéncia no metabolismo do glicogénio, uma vez que induz a Glicogénio Sintase
(GYS-1) por meio do Fator Induzivel por Hipdxia 1-alfa (HIF-lalpha), aumentando os estoques de glicogénio
muscular (PESCADOR; VILLAR; CIFUENTES; GARCIA-ROCHA et al., 2010). Partindo desse principio, é
notoria a importancia da investigagdo dos aspectos do metabolismo energético frente as adaptacdes geradas pelo
modelo VA-TB. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi observar se 7 semanas de exposi¢gdo ao ambiente
hipoxico associado ao treinamento aerdébio de corrida afeta os estoques de glicogénio hepéatico e muscular de
camundongos C57BL/6J.

MATERIAIS E METODOS
Animais e local

Foram utilizados 40 camundongos isogénicos C57BL/6J, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). O experimento foi conduzido no Biotério da Faculdade de Ciéncias
Aplicadas (FCA/UNICAMP), Campus de Limeira - SP. Os animais foram alimentados com racdo comercial
(Nuvilab®, CR1, Nuvital) e receberam agua ad libitum. O experimento foi realizado de acordo com a legislacédo
Brasileira corrente e as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal foram rigorosamente seguidas.
A realizagdo da pesquisa se iniciou somente ap6s a aprovacdo da comissdo de ética no uso de animais (CEUA -
UNICAMP). Os camundongos foram mantidos em gaiolas convencionais de polietileno e dez animais de cada
grupo foram confinados em uma Unica gaiola. Nossa escolha para preservar a habitagao social, em vez de fornecer
uma gaiola para cada animal foi baseada no fato de que o isolamento social pode ser maléfico para camundongos
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(RITTINEN; LINDROOS; KIMANEN; PIENINKEROINEN et al., 1986; VALZELLI, 1973) . As gaiolas dos
animais dos grupos hipoxia (Hx) foram alocadas dentro das tendas normobaricas (Colorado Altitude Training's
Controlled Tent Systems™). A hipdxia foi gerada pelo equipamento Hypoxic Everest Summit Il Generator®. Os
animais dos grupos Hx foram diariamente expostos ao ambiente hipdxico (18h.dia™) a uma fracdo inspirada de
oxigénio (F1O.) equivalente a 14,5% (~3000m). Os experimentos foram conduzidos na cidade de Limeira-SP, a
qual possui altimetria em torno de 588 metros e FIO, aproximadamente de 19,5%. Os animais foram mantidos em
ambiente climatizado (22°C), umidade relativa do ar entre 45 e 55%, ruidos ndo ultrapassando 85 decibéis e ciclo
claro/escuro de 12/12horas, sendo a luz acessa as 6:00h e apagada as 18:00h.

Desenho experimental

Aos cinco meses de idade, animais adultos (150 dias) foram aleatoriamente divididos em 2 tipos de
alojamento: Normodxia (Nx) e Hipdxia (Hx). Para cada tipo de alojamento, animais foram aleatoriamente
distribuidos em 2 grupos experimentais: Nao-treinado (N) e Treinado (T). Dessa forma, os animais foram alojados
da seguinte forma: Grupo Normoxia/Nao-treinado (Nx/N, n=10), animais que nao foram submetidos ao
treinamento fisico aerébio e foram continuamente alojados em condi¢des de norméxia. Grupo Normoxia/Treinado
(Nx/T, n=10), animais que realizaram treinamento fisico aerébio em condi¢des de normoxia e foram
continuamente alojados em condicdes de norméxia. Grupo Hipdxia/Nao-treinado (Hx/N, n=10), animais que nao
foram submetidos ao treinamento fisico aerdbio e foram alojados em ambiente hipoxico. Grupo Hipoxia/Treinado
(Hx/T, n=10), animais que foram submetidos ao treinamento fisico aerdbio e foram alojados em condigdes de
hipdxia. Os camundongos foram mantidos sob as intervengdes experimentais durante 7 semanas com eutanasia
48h apds a Ultima sessdo de treinamento.

Protocolo de velocidade critica e treinamento fisico aerébio

Durante o periodo experimental, os camundongos do grupo treinado (T) foram submetidos a um programa
de treinamento aerdbio continuo que foi executado em esteira rolante em normdxia. Vale salientar que ndo houve
estimulos elétricos em nenhuma hipdtese. O protocolo de velocidade critica (VC) foi Util para prescrever o
treinamento fisico dos camundongos T previamente ao inicio do experimento. A avaliacdo das capacidades
aerdbia e anaerdbia foi realizada pelo protocolo de VC (BILLAT; MOUISEL; ROBLOT, MELKI, 2005), a partir
da aplicacéo de 4 esforcos aleatérios e individualizados de corrida em esteira rolante (intensidades 18 a 27 m/min)
e registro do tempo limite de cada esfor¢co em segundos. As intensidades de exercicio foram individualmente
selecionadas para que o tempo limite esteja entre 1 a 15 min, de acordo com os pressupostos do protocolo (DE
BARROS MANCHADO-GOBATTO; GOBATTO; CONTARTEZE; PAPOTI et al., 2010; ORSI; ARAUJO;
SCARIOT; POLISEL et al., 2023). A partir de uma relacdo linear entre distancia vs. tempo limite foi possivel
determinar o coeficiente angular e o intercepto y, 0os quais correspondem respectivamente a VC (capacidade
aerdbia) e a capacidade de corrida anaerébia (CCA, capacidade anaerdbia) (BILLAT; MOUISEL; ROBLOT,
MELKI, 2005). Vale ressaltar que os animais passaram por um periodo de 3 dias para adaptacéo e familiarizacéo
com a esteira rolante. As sessdes de treinamento tiveram um volume didrio de 40 min, e ocorreram em uma
frequéncia de cinco dias por semana, durante sete semanas, sempre em condi¢cdes de normdxia, independente do
grupo estudado. A intensidade de corrida (m/min) foi de 80% da intensidade de VC. Considerando sua
proximidade com a intensidade de maxima fase estavel de lactato, como ja visto em ratos e camundongos (DE
BARROS MANCHADO-GOBATTO; GOBATTO; CONTARTEZE; PAPQOTI et al., 2010; ORSI; ARAUJO;
SCARIOT; POLISEL et al., 2023), a intensidade de treinamento (80% da velocidade critica) foi escolhida
visando adaptagdes aerdbias. Todos os procedimentos laboratoriais foram conduzidos sempre no mesmo horario
do dia. Os animais correram em esteira rolante com baias individualizadas.

Obtenc&o do material biologico

Com o intuito de eliminar qualquer efeito de farmacos sobre respostas neuroenddcrinas, o deslocamento
cervical foi 0 método utilizado para eutandsia. Apos esse procedimento, amostras do musculo esquelético (triceps
braquial, séleo e gastrocnémio) e figado foram coletadas cirurgicamente, pesadas e rapidamente depositadas em
nitrogénio liquido para evitar a degradagdo tecidual, sendo posteriormente armazenadas a uma temperatura de
-80°C graus.
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Método de determinacéo do glicogénio

A fim de determinar os estoques de glicogénio muscular e hepatico, foram seguidos protocolos propostos
por SJORGREEN et al. (1938) e DUBOIS; GILLES; HAMILTON; REBERS et al. (1956). Para cada amostra
foram pesados 250mg (musculo) e 500mg (figado) de tecido, sendo colocados em tubos de ensaio de vidro
contendo solucdo de KOH 30%. Os tubos foram colocados em banho-maria (80°C) fervente para digestéo.
Independente do tecido estudado, foi adicionado Na.SO, saturado antes de retirar os tubos do banho-maria. Apos
agitacdo intensa, foi adicionado alcool bidestilado 70% e novamente agitados. Em sequéncia, os tubos foram
levados em banho-maria fervente até a ebulicdo do &lcool. Apoés isso, as amostras foram centrifugadas a 3600rpm
por 5 minutos e logo em seguida desprezou-se o sobrenadante por inversdo. O corpo de fundo foi diluido com
agua quente e agitado fortemente. Novamente foi adicionado alcool bidestilado seguido de agitacdo. As amostras
foram levadas para o banho-maria até ebulicdo do alcool e centrifugadas novamente a 2000rpm. O sobrenadante
foi desprezado por inversdo e os tubos foram deixados de cabeca para baixo sobre o papel higiénico apoiados
numa estante. Por fim, o precipitado foi diluido com &gua destilada quente e os tubos foram levados para o vortex
a fim de homogeneizar a solug&o.

Para colorimetria, foi utilizado o método fenol sulfarico. Para isso preparou-se uma solugdo de fenol e agua
deionizada. Foram enumerados outros tubos de ensaio e adicionado a solu¢do em todos os tubos. Apds isso, foi
adicionada amostra e dgua deionizada. Preparou-se a “Solugdo padrdo principal” (SPP), contendo D-Glicose e
agua deionizada. A partir desta solucdo foram preparados os tubos de reacdo contendo os padrdes de diferentes
concentracBes. Foi dispensado agua deionizada para fazer o Branco e 1mL dos padrdes. Foi adicionado Acido
Sulfurico (H2SO4) concentrado em todos os tubos sendo que as estantes mergulhadas em banho de agua fria para
evitar aumento abrupto da temperatura. As amostras foram agitadas vigorosamente e colocadas em banho maria
durante 15 minutos. Com isso, foi pipetado as amostras em cada po¢o da microplaca, cuja leitura foi realizada na
frequéncia de 490nm no leitor de microplaca (EPOC-Biotech).

Tratamento estatistico

Todos os dados estdo apresentados em média e erro padrdo da média (£EP). A normalidade dos parametros
mensurados foi verificada pelo teste de Shapiro- Wilk e homogeneidade por teste de Levene. A analise
paramétrica de variancia (ANOVA-fatorial) foi efetuada para analisar o efeito do treinamento fisico aerébio e
exposicao a hipoxia, bem como suas interacGes sobre todas as variaveis previstas. Foi utilizado Post Hoc de Fisher
LSD. Em todos os casos o nivel de significancia foi fixado em 5% (P<0.05).

RESULTADOS

A figura 1 apresenta as comparacOes de estoques de glicogénio das musculaturas esqueléticas e figado
(1g/100mg de tecido) dos camundongos C57BL/6J dos quatro grupos experimentais. No painel A, é possivel
observar que os animais Hx-T (78,18+6,1) apresentaram valores significativamente menores dos estoques de
glicogénio hepatico quando comparados aos animais Nx-N (96,63+4,5) e Hx-N (103,10+5,6), bem como o grupo
Hx-N apresentou valores maiores que o grupo Nx-T (80,85+5,1), sendo observado um efeito significativo do
treinamento. Para o triceps braquial (Painel B), o grupo Hx-T (158,07+14,1) exibiu maior contetido de glicogénio
em comparagdo aos grupos Nx-N (30,10+0,8) , Nx-T (75,47£11,1) e Hx-N (61,26+10,0), além do grupo Nx-T
mostrou maiores valores em relagdo ao grupo Nx-N. Também foi observado um efeito significativo do ambiente,
treinamento e interacdo. No painel C, os animais Hx-T (45,94+4,6) apresentaram maiores valores de glicogénio
no séleo que os animais dos grupos Nx-N (29,27+1,1) e Nx-T (30,10+1,6), apresentando efeito significativo do
ambiente. O grupo Hx-N (38,62+6,1) ndo apresentou diferencas significativas com outros grupos. Para o
gastrocnémio (painel D), o grupo Hx-T (113,59+11,8) apresentou maiores teores de glicogénio que os grupos Nx-
N (47,29+13,4), Nx-T (49,4946,5) e Hx-N (60,955,1), exibindo efeitos significativos do ambiente, treinamento e
interacdo.
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Figura 1. Comparacéo entre os estoques de glicogénio dos tecidos figado (A), triceps braquial (B), séleo (C) e gastrocnémio (D). Analise estatistica: a, b, ¢
representam as diferencas significativas (P<0,05) em relagdo a Nx-N, Nx-T e Hx-N, respectivamente.

DISCUSSAO

O presente estudo buscou investigar os efeitos do modelo de treinamento VA-TB sobre os estoques de
glicogénio hepéatico e muscular, a fim de auxiliar na compreensdo do metabolismo energético e ampliar o
conhecimento sobre tal intervengdo. Os resultados do presente trabalho reafirmam que a hipoxia é uma estratégia
interessante para o aumento do glicogénio muscular, uma vez que investigacGes anteriores sugeriram que a
hipdxia afeta 0 metabolismo do glicogénio em varios niveis, tendo suas vias desencadeadas pela falta de oxigénio,
ativando a proteina GYS-1, que desempenha um papel fundamental no acimulo de glicogénio mediado por HIF-
la (PESCADOR; VILLAR; CIFUENTES; GARCIA-ROCHA et al., 2010). Além disso, o fato de o grupo Hx-T
ter apresentado maior teor de glicogénio que todos os outros grupos Nx, nas musculaturas triceps braquial, séleo e
gastrocnémio, enfatiza a notoriedade do modelo de treinamento VA-TB, uma vez que a exposi¢cdo ao ambiente
hipdxico associada ao treinamento mostrou-se eficaz para o aumento dos estoques de glicogénio muscular. Esses
achados se tornam interessantes, uma vez que o aumento dos estoques de glicogénio muscular, esta diretamente
ligado com a manutengdo e aumento da intensidade do esforgo, especialmente em provas de endurance
(AHLBORG; BERGSTROM; EKELUND, HULTMAN, 1967; HEARRIS; HAMMOND; FELL, MORTON,
2018). O baixo teor dos estoques de glicogénio hepatico encontrado em animais T pode ser explicado pelas
adaptacOes geradas pelo treino, como a melhora da sinalizacdo do glucagon e consequente otimizagdo da
utilizacdo de acido graxo livre (AGL) e outros metabdlitos para produgdo de energia por parte do figado
(TREFTS, E.; WILLIAMS, A. S. & WASSERMAN, D. H., 2015). A intensidade utilizada nas sessdes de
treinamento (80% da Vcrit) pode ter contribuido para a otimizagcdo da oxidagdo de gordura, aumentando a
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capacidade do organismo em transportar e metabolizar AGL, além de elevar o nimero de mitocondrias nas células
hepaticas (TREFTS, E.; WILLIAMS, A. & WASSERMAN, D., 2015).

CONCLUSAO

Diante dos resultados do presente estudo, a hipdxia mostrou-se eficiente no que se refere ao aumento dos
estoques de glicogénio das musculaturas triceps braquial, gastrocnémio e soleo, tendo esse efeito potencializado
pelo treinamento, o que demonstra a eficiéncia do modelo de treinamento VA-TB e contribui para um melhor
entendimento do metabolismo dos carboidratos. Tais respostas ndo se manifestaram no figado, evidenciando a
tecido dependéncia nas adaptacOes ligadas ao metabolismo de carboidratos quando da associacdo do treinamento
fisico aerdbio e o modelo de hipoxia VA-TB.
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