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INTRODUCAO:

Desde os Jogos Olimpicos de 1968, diferentes modelos de treinamento relacionados a altitude foram
estudados, como o "Viver alto-Treinar alto" (VA-TA), onde atletas vivem e treinam em altitude (hipdxia),
promovendo alteracbes hematoldgicas, mas nem sempre resultando em ganhos na performance, como por
exemplo aumento do VO,max (Bailey & Davies, 1997). Para superar essas limitacbes, 0 modelo "Viver alto—
Treinar baixo" (VA-TB), introduzido por Levine & Stray-Gundersen (1997), propde a exposi¢do continua a
hipdxia, associada ao treino em normdxia, na qual foi relatada melhoria significativa na massa de células
vermelhas e poténcia aerdbia. Diante desses resultados, 0 modelo de treinamento VA-TB ganhou destaque na
fisiologia do exercicio, sendo estudado principalmente em atletas de elite (Stray-Gundersen,Chapman & Levine,
2001). Para o modelo animal, o VA-TB mostrou-se eficiente em aumentar a densidade mineral 6ssea em 8
semanas de exposicao (Beck et al., 2024) e a capacidade aer6bia em 4 semanas (Scariot et al., 2023), sendo essa
avaliada por meio do protocolo de velocidade critica (VC). O modelo VA-TB busca, principalmente, melhorar a
aptiddo aerdbia com consequente aprimoramento do desempenho de atletas de endurance. Contudo, ja foi
evidenciado que a exposi¢do a hipdxia afeta 0 metabolismo anaerébio em vérios niveis, uma vez que a falta de
oxigénio (0O,) reduz a dependéncia da fosforilagdo oxidativa mitocondrial dependente de O, para a manutengao do
exercicio, induzindo o maior fluxo da via glicolitica para manter a producao suficiente de ATP de forma anaerdbia
(Kierans & Taylor, 2021). Além disso, a hipdxia causa uma maior expressdo da proteina HIF1-o (Pescador et al.,
2010), conhecida como um importante fator de transcricdo que regula o metabolismo glicolitico (Abe et al.,
2015). Pescador et al. (2010) demonstraram que a superexpressao de HIF-1a pela baixa disponibilidade de O, é
responsavel pela ativagdo da proteina Glycogen Synthase-1, que desempenha um papel fundamental no acimulo
de glicogénio muscular, tornando-se importante para o desempenho, pois maiores quantidades do polissacarideo
estdo diretamente relacionados com a manutencgdo e aumento da intensidade do esforgo, especialmente em provas
de endurance (Hearris et al., 2018). Portanto, € notoria a importancia da investigacdo de proteinas chave para o
metabolismo glicolitico, como a HIF1-a, bem como pardmetros relacionados a desempenho. Dessa forma, o
objetivo do presente estudo foi mensurar o contetdo proteico de HIF-1o em tecido muscular de camundongos
C57BL/6J submetidos a sete semanas do modelo de treinamento VA-TB, bem como investigar sua correlacéo
com a capacidade aerbia, avaliada por meio do protocolo de velocidade critica (VC) na Ultima semana do
experimento.

MATERIAIS E METODOS:
Animais e local

Foram utilizados 40 camundongos isogénicos C57BL/6J, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e inicialmente alojados 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 legislagdo Brasileira
corrente e as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal foram rigorosamente seguidas. A
realizacdo da pesquisa se iniciou somente apds a aprovacdo da comissdo de ética no uso de animais (CEUA —
UNICAMP, sob o protocolo nimero 6525-1/2024). Os camundongos foram mantidos em gaiolas convencionais
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de polietileno e dez animais de cada grupo foram confinados em uma Unica caixa. Nossa escolha para preservar a
habitacéo social, em vez de fornecer uma gaiola para cada animal foi baseada no fato de que o isolamento social
pode ser maléfico para camundongos (Riittinen et al., 1986; Valzelli, 1973). As caixas dos animais pertencentes
aos grupos que habitaram em ambiente de hipdxia (Hx) foram alocadas dentro das tendas normobaricas (Colorado
Altitude Training's Controlled Tent Systems™), sendo a hipéxia gerada pelo equipamento Hypoxic Everest
Summit Il Generator®. Os animais dos grupos Hx foram diariamente expostos ao ambiente hipéxico (18h.dia™) a
uma fracdo inspirada de oxigénio (FIO,) 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 nédo
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: Normoxia (Nx) e Hipoxia (Hx). Para cada alojamento, os camundongos foram randomicamente
distribuidos em outros 2 grupos experimentais: N&o-treinado (N) e Treinado (T). Dessa forma, os animais foram
alojados da seguinte forma: Grupo Normoxia/Nao-treinado (Nx/N, n=10), animais que ndo foram submetidos ao
treinamento fisico aerdbio e foram continuamente alojados em condi¢des de norméxia. Grupo Normdxia/Treinado
(Nx/T, n=10), que realizaram treinamento fisico aerobio em condi¢des de normoxia e foram continuamente
alojados em condicGes de normoxia. Grupo Hipoxia/N&o-treinado (Hx/N, n=10), camundongos nao submetidos ao
treinamento fisico aerébio, mas alojados em ambiente hipoxico. Grupo Hipdxia/Treinado (Hx/T, n=10), animais
que foram submetidos ao treinamento fisico aerobio e também alojados em condi¢Ges de hipoxia. Os
camundongos foram mantidos sob as intervencGes experimentais durante 7 semanas, com eutanasia efetuada 48h
apos a Ultima sessdo de treinamento.

Protocolo de velocidade critica e treinamento fisico aerébio

Durante o periodo experimental, os camundongos T foram submetidos a um programa de treinamento
aerébio continuo, executado em esteira rolante em normdéxia. O protocolo da VC foi Util para prescrever o
treinamento fisico dos camundongos T previamente ao inicio do experimento. A avaliacdo das capacidades
aerdbia e anaerobia foi realizada pelo protocolo de VC (Billat et al., 2005), a partir da aplicacdo de 4 esforgos
aleatorios e individualizados de corrida em esteira rolante (intensidades 18 a 27 m/min) e registro do tempo limite
de cada esforgo em segundos. As intensidades de exercicio foram individualmente selecionadas para que o tempo
limite estivesse entre 1 a 15 min, de acordo com os pressupostos do protocolo (Manchado-Gobatto et al., 2010;
Orsi et al., 2023). A partir de uma relagdo linear entre distancia vs. tempo limite foi possivel determinar o
coeficiente angular e o intercepto y, 0s quais correspondem, respectivamente a VC (capacidade aerdbia) e a
capacidade de corrida anaerdbia (CCA, capacidade anaer6bia) (Billat et al., 2005). Vale ressaltar que 0s animais
passaram por um periodo de 3 dias para adaptacdo e familiarizacdo com a esteira rolante. As sessdes de
treinamento foram compostas por volume diario de 40 min, e ocorreram em uma frequéncia de cinco dias por
semana, durante sete semanas, sempre em condi¢des de normoéxia (independente do grupo estudado). A
intensidade de corrida (m/min) foi de 80% da intensidade da VC, com o0s animais correndo em baias
individualizadas. Considerando sua proximidade com a intensidade de maxima fase estavel de lactato, como ja
observado em ratos e camundongos (Manchado-Gobatto et al., 2010; Orsi et al., 2023), a intensidade de
treinamento (80% da velocidade critica) foi escolhida visando adaptacGes aerdbias. Todos 0s procedimentos
laboratoriais foram conduzidos sempre no mesmo horéario do dia, tendo inicio as 6h e finalizado 12h.

Obtencéo do material bioldgico e mensuracao do contetdo proteico (Western Blotting)

O método de eutanésia foi o deslocamento cervical. Apds o procedimento, amostras do masculo esquelético
soleo foram coletadas e armazenadas a uma temperatura de -80°C. Os tecidos retirados foram lisados (por
maceracdo) em RIPA buffer 1% de Triton, 20mM de Tris HCI, 150mM de NaCl, 5mM de EGTA, 10mM de
EDTA e 10% de glicerol, contendo inibidores de protease e fosfatase diluidos (1:100). Os volumes utilizados
foram 180uL. Apo6s a homogeneizagdo, foi utilizado sonicador em gelo (aproximadamente 60%) durante 6-7s e
centrifugacdo por 10min a 12000rpm. Com coleta dos sobrenadantes armazenados a -80°C. A concentracéo
proteica foi quantificada por método colorimétrico e ajustada para 40pug em volume de 9uL para correcdo no gel,
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adicionando-se 3uL de LDS buffer (Lithium dodecyl sulfate com 1% mercaptoetanol). As amostras foram
aquecidas a 95-98 °C por 10 minutos, resfriadas em gelo e centrifugadas brevemente antes de carregar 12 UL em
gel Bolt™ 4-12% Bis-Tris Plus (15 pogos). O gel foi corrido a 125 V em cuba com tampdo Tris, reservando o
primeiro po¢o para marcador de peso molecular Mark12™, Proteinas foram transferidas para membrana PVDF
usando sistema Invitrogen iBlot® 2 em 6 minutos para posterior coloracdo Revert™ (total protein stain) detectada
por fluorescéncia (Odyssey-Li-COR, canal 700). Em seguida, a membrana foi bloqueada com leite 1% em PBS e
incubada com anticorpo primério especifico em solucdo de leite 5% PBST por 60 minutos. Apds lavagem com
PBST, anticorpo secundario fluorescente (Li-Cor) foi aplicado por 60 minutos em ambiente escuro. Novas
lavagens foram feitas para remocdo de anticorpos ndo ligados e a fluorescéncia final foi medida no scanner
Odyssey-Li-COR (canal 800), com deteccdo da proteina HIF1-o. na musculatura oxidativa (séleo) dos
camundongos.
Tratamento estatistico

Todos os dados estdo apresentados em média e erro padrdo (xEP). A normalidade dos pardmetros
mensurados foi verificada pelo teste de Shapiro- Wilk. A anélise de variancia (ANOVA fatorial) foi efetuada para
analisar o efeito do treinamento fisico aerdbio e exposi¢do a hipdxia bem como suas interacfes sobre todas as
variaveis previstas. A homogeneidade foi atestada pelo teste de Levene. Post Hoc de Fisher LSD foi utilizado.
Para os testes de correlacdo entre as variaveis foi utilizado o teste de correlagdo produto-momento de Pearson. Em
todos os casos o nivel de significancia foi fixado em 5% (P<0.05).

RESULTADOS:

A figura 1 apresenta as comparagdes de contetdo proteico (sinal normalizado pela proteina total em cada
lane) da musculatura do séleo dos animais dos grupos Nx-N (0,21+0,04), Nx-T (0,28+0,03), Hx-N (0,30+0,07) e
Hx-T (0,40+0,08). Como pode ser observado na figura 1, nenhum grupo experimental apresentou diferenga
estatistica significativa.

0.6
i Contetido proteico HIF1-a na musculatura st')leol
i)
=%
S =
= - .
g § 0.4 Efeito do ambiente: Proteina Total
'T‘; = (F=2,384; P=0,137)

=

£ =
= - Efeito do treinamento:
== 0.2- o EEAH
= = U. (F=1,399; P=0,251)
—
<
= Interacao:
x (F=0,060; P=0,807)

0.0-

=5 =5
e‘%é‘bQ“r‘b‘&-

—

Nx Hx Nx Hx Nx Hx Nx

Figura 1. Comparacéo dos contetdos da proteina na musculatura do s6leo dos camungondos expostos ao desenho experimental. A figura ilustra um Western
blot representativo usando detec¢ao de anticorpos HIF1-a ¢ uma membrana ap6s coloragdo com coloragéo total de Protein REVERT®. Todas as membranas
foram coradas para que a proteina total normalizasse as diferengas interfaciais no carregamento de proteinas. A proteina possui um peso molecular de
115kDa.

A figura 2 apresenta a comparacgdo dos valores de velocidade critica (m/min) dos camundongos C57BL/6J
dos quatro grupos experimentais. Os animais dos grupos Nx-T (25,34+0,7), Hx-N (23,60£0,4) e Hx-T (23,47+1,1)
apresentaram valores significativamente maiores em relagcdo ao do Nx-N (21,26+0,5), isso apresentou um efeito
significativo do treinamento e interagao.
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A figura 3 demostra as correlagdes de contetdo proteico de HIF1-o com a velocidade critica da ultima
semana experimental dos camundongos. Apenas o grupo Hx-T apresentou uma correlacdo significativa (p=0,001).
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Figura 2. Comparagao dos valores de velocidade critica

dos animais. Andlise estatistica: a representa diferenca

estatistica significativa <0,05) em relagdo ao Nx-N.
Figura 3. Correlacdes de contedo proteico de HIF1-a. com a velocidade
critica da dltima semana experimental dos camundongos. Painel A representa
o grupo Nx-N, painel B grupo Nx-T, painel C grupo Hx-N e painel D grupo
Hx-T. Foi utilizada a correlagdo de produto-momento de Pearson.
*Correlacdo significativa (p<0,05).

DISCUSSAO:

O presente estudo realizou o teste da VVC para estimar a capacidade aerébia (Billat et al., 2005), sendo esse
método bastante aplicAvel na avaliacdo e prescri¢do de treinamento para roedores, dada sua caracteristica ndo
invasiva. Na figura 2 é possivel visualizar que o grupo Nx-N apresentou o menor valor de VC em relagdo aos
demais. Ainda, um resultado de destaque foi a diferenca estatistica encontrada para esse parametro entre 0s grupos
Nx-N e Hx-N, mostrando que a 7 semanas de exposi¢éo ao ambiente hipoxico foi capaz de aumentar a capacidade
aerébia do camundongos. Entretanto, apesar da significante interacdo (ambiente e treinamento), os camundongos
do grupo Hx-T ndo apresentaram valores estatisticamente maiores de VC em comparagdo ao Nx-T. Algo que é
muito discutido no campo da fisiologia do exercicio, em especial na associa¢ao do exercicio fisico com a hipoxia,
é a variacdo interindividuos expostos a altitude (Thorwarth et al., 2007). Assim, tornam-se necessarias mais
investigacOes sobre a dose de hipoxia individual, capaz de influenciar, de forma significativa, parametros que
estejam diretamente relacionados a capacidade aerdbia. Tais pesquisas auxiliardo, de forma suntuosa, em futuras
investigacOes que visam utilizar intervengdes com modelos relacionados a altitude.

Além disso, o trabalho buscou mensurar o conteido proteico de HIF1-a na musculatura oxidativa (s6leo)
dos camundongos submetidos ao VA-TB. Apo6s as analises biomoleculares e estatisticas, ndo identificamos
diferenca significante para esse parametro, em nenhum grupo avaliado, o que contraria a nossa hipotese sobre o
efeito do “viver alto” sobre a expressdo de HIF1-a, conforme reportado por Pescador et al. (2010). Possivelmente,
0 ndo aumento do conteudo proteico de HIF1-a dos animais Hx deva-se ao fato da permanéncia dos camundongos
nessa condicdo ambiental por 18h diarias, sendo as 6 demais horas expostos ao ambiente de norméxico para
treinamento e manutengdo das caixas. Tal exposi¢do ao ambiente normdxico, por mais que seja por um menor
periodo, pode ter afetado os niveis de proteina de HIF1-a, visto que ja foi relatado que muitas respostas celulares
ao baixo O, sdo revertidas apds a reoxigenacao, incluindo a ativacdo da via HIF, devido a detec¢cdo de O, por
meio de enzimas dependentes de O, (Batie et al., 2022). A figura 3 exprime a correlagdo inversa entre o contetido
proteico de HIF1l-a com a velocidade critica dos animais Hx-T, ou seja, quanto maior o conteudo proteico da
proteina, menor a intensidade de VC. Por nossa hipotese, 0 motivo desse achado se deve ao fato de que a
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musculatura do séleo é sensivel ao oxigénio e ao treinamento (Colak,Agascioglu & Cakatay, 2021) e, além disso,
existe um mecanismo de regulacdo da atividade da HIF-1 para o treinamento de endurance (Lindholm &
Rundqvist, 2016), podendo ser ativado para os animais de maior VC. Além disso, considerando ser a HIF1-a um
importante fator de transcricdo que regula o metabolismo glicolitico (Abe et al., 2015), contribuindo para o
acumulo de glicogénio (Pescador et al., 2010), é not6ria a importancia de mais estudos para investigar outros
parametros do metabolismo da glicose, bem como sobre a via HIF para uma melhor compreensdo de como a
hipdxia pode contribuir para um melhor desempenho de um atleta.

CONCLUSOES:

Diante dos resultados do presente estudo, nota-se que apesar da proteina HIF1-a ser ativada em condi¢des
de reducdo de oxigénio por hipdxia ambiental, aparenta ser sensivel a reoxigena¢do, com consequente retomada
aos niveis basais de contetdo proteico. Além disso, a dose de hipdxia pode ser um fator determinante para
impactar nos parametros de desempenho como VC, evidenciando a importancia de ser levada em conta para
estudos futuros.
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