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RESUMO

O presente estudo objetivou determinar o conteudo proteico do
transportador de monocarboxilato 1 e 4 (MCT-1 e MCT-4) em musculo oxidativo
(s6leo) de camundongos submetidos a corrida maxima em intensidade de velocidade
critica (Vcrit), correlacionando-os com o0 tempo de manutencdo de esforco em
intensidade individualizada de velocidade critica. Para isso, 14 camundongos
C57BL/6J foram submetidos ao protocolo para identificacdo da Vcrit e capacidade de
corrida anaerobia (CCA) e, posteriormente, a uma corrida até a exaustdo na
intensidade individualizada de Vcrit, com obtencédo de materiais biolégicos logo apos
esse esforco. Para possibilitar as analises moleculares comparativas, mesmo nimero
de animais (n=14) permaneceram em repouso, sendo considerados o grupo controle.
A Vcrit e CCA do grupo experimental foi, respectivamente, 21,3+0,9 m.min?e 8,4+2,0
m, com média de R2= 0,99+0,002, notabilizando alta confiabilidade na determinacéo
desses parametros. Os animais que foram submetidos a corrida até a exaustdo em
intensidade de Vcrit obtiveram o tempo limite (tlim) de 1703+133 s (~28min). No que
diz respeito a determinacéo protéica das MCT1 e 4 obtido no muasculo séleo, ndo
houve diferenca entre os grupos exercitado e controle. Nao foram observadas
correlacdes significativas entre tlim e os conteudos das MCT1 (r=0,08, p=0.77) e
MCT4 (r=-0,31, p=0,28). A partir dos resultados obtidos € possivel concluir que apenas
uma sessao de exercicio em velocidade critica até a exaustdo nao é capaz de modular
0 conteudo protéico de MCT-1 e MCT-4 em musculo esquelético oxidativo (séleo).
Ademais, o tempo de exaustdo na intensidade de Vcrit ndo foi associado ao contetdo

protéico das MCTs.

Palavras-chave: Velocidade critica. Tempo limite. Analises moleculares. Musculo
soéleo.
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ABSTRACT

The present study aimed to determine the protein content of
monocarboxylate transporter 1 and 4 (MCT-1 and MCT-4) in oxidative muscle (soleum)
of mice submitted to maximum running at critical velocity intensity (CV), correlating
them with time maintenance of effort at individualized intensity of critical velocity. For
this, 14 C57BL/6J mice were submitted to the protocol for identification of CV and
anaerobic running capacity (ARC) and, subsequently, to a run to exhaustion in the
individualized CV intensity, with biological materials obtained soon after this effort. To
enable comparative molecular analyses, the same number of animals (n=14) remained
at rest, being considered the control group. The CV and ARC of the experimental group
were, respectively, 21.3+0.9 m.min-1 and 8.4+2.0 m, with a mean of R2= 0.99+0.002,
noting high reliability in the determination of these parameters. The animals that were
run to exhaustion at CV intensity had a time limit of 1703£133 s (~28min). Regarding
the protein determination of MCT1 and 4 obtained in the soleus muscle, there was no
difference between the exercised and control groups. No significant correlations were
observed between time limit and the contents of MCT1 (r=0.08, p=0.77) and MCT4 (r=-
0.31, p=0.28). From the results obtained, it is possible to conclude that only one
exercise session at critical velocity until exhaustion is not able to modulate the protein
content of MCT-1 and MCT-4 in oxidative skeletal muscle (soleus). Furthermore, the
exhaustion time in CV intensity was not associated with the protein content of the
MCTs.

Keywords: Critical velocity. Time Limit. Molecular analysis. Soleous muscle.
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1 INTRODUCAO

O exercicio fisico € compreendido como um importante modulador de vias
de sinalizagdo molecular, capaz de gerar respostas benéficas aos diversos sistemas
biolégicos do organismo (PEREZ DE HEREDIA et al., 2010; ROCHA, 2007; HON et
al., 2002; LIN et al., 2002). Entretanto, tanto as respostas observadas frente aos
esforcos agudos, como as adaptacGes promovidas pelo treinamento fisico (i.e.,
aplicacao cronica), sédo dependentes de fatores como a intensidade, volume, tipo de
exercicio e razado esforgo:pausa, dentre outros (ISSURIN, 2010; MATVEYEYV, 1981,
KINDERMANN et al., 1979). Especificamente no que se refere a intensidade do
exercicio, embora muitas vezes menosprezada em programas de treinamento, essa
é considerada fundamental para que os objetivos dessas intervengdes sejam atingidos
CcOm sucesso.

Ha grande interesse em encontrar a intensidade de esforc¢o individualizada
na qual o organismo apresenta maximo equilibrio fisioldgico, permitindo a execucdo
do exercicio por um longo periodo de tempo. Esse estado de equilibrio pode ser
avaliada por monitoramento de um metabdlito “chave” nesse processo, o lactato, que
€ produzido pela via anaerdbia latica no musculo sobretudo durante esforcos em
intensidade superior ao limiar anaerdbio. Apos ser produzido, esse metabdlito é
liberado na corrente sanguinea (BROOKS et al., 2018), podendo ser captado por
outros tecidos, inclusive por musculos menos ativos durante o esforco. Vale
mencionar que o lactato, uma molécula originalmente considerada residuo
metabdlico, agora esta associado com uma seérie de fungdes fisioloégicas importantes
tais como molécula sinalizadora, fonte energética (BROOKS et al., 2020) e substrato
gliconeogénico, controle hipotalamico da ingestdo de energia (MCCARTHY et al.,
2020) e reparo tecidual (GHANI et al., 2004).

O transporte de lactato é auxiliado por proteinas especificas denominadas
transportadores de monocarboxilato (MCTs). Dentre as varias isoformas desses
transportadores (THOMAS et al., 2012), no caso da transposi¢ao de lactato musculo-
corrente sanguinea e corrente sanguinea-tecido muscular, as MCTs 4 e 1 sdo,
respectivamente, as atuantes no processo. Enquanto o MCT1 estad associado a
captacdo de lactato e ions hidrogénio especialmente em fibras oxidativas, a MCT4
vem sendo relacionada com a extrusdo destes metabdlitos, principalmente por fibras
musculares esqueléticas glicoliticas (THOMAS et al., 2012; BONEN et al., 2000;
MCCULLAGH et al., 1996). Aléem de significantes para a manutencao do equilibrio em
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exercicio fisico, a relacdo dos MCTs e transporte de lactato vem sendo recentemente
investigada em diferentes ambitos, inclusive em casos patologicos (SANDFORTH et
al., 2020, AVNET et al., 2020, KHAN et al., 2020).

O protocolo padréo-ouro para a identificagdo da maxima intensidade de
equilibrio fisiolégico durante o exercicio é denominado Maxima Fase Estavel de
Lactato (MFEL) (FAUDE et al., 2009, BILLAT et al., 2003, BENEKE et al., 1995).
Embora muito reconhecido e valido, esse modelo de avaliacdo necessita de
procedimentos invasivos como coleta de amostras sanguineas, além de muitas
sessOes caracterizadas por esforcos continuos de 30min, o que limita sua
aplicabilidade. Por outro lado, ha outras maneiras mais simples que buscam, por
estratégias ndo invasivas, identificar a zona de equilibrio aerdbia-anaerébia. Com
apenas um ergdbmetro e um cronémetro, o protocolo ndo invasivo de poténcia critica
(Pcrit) € capaz de estimar a intensidade equivalente a maxima capacidade aerébia e
também, embora de modo menos preciso, inferir informacdes sobre a capacidade
anaeroébia. Por sua elevada aplicabilidade e caracteristica ndo invasiva, a proposta
inicialmente sugerida por Monod e Scherrer (1965) passou a ser aplicada a outros
tipos de exercicio e modalidades esportivas como ténis de mesa, natacao (ZAGATTO
et al., 2008, FUKUDA et al., 2011, PAPOTI et al., 2013), além de adotado para avaliar
roedores em exercicio de natacdo (MARANGON et al., 2002, CHIMIN et al., 2009,
GOBATTO et al.,, 2013) e corrida em esteira rolante (BILLAT et al., 2005,
MANCHADO-GOBATTO et al., 2010, MANCHADO-GOBATTO et al., 2012). No ultimo
caso, a velocidade critica (Vcrit), analoga a Pcrit sugerida pelo modelo original, vem
sendo aplicada, com sucesso, por grupos de pesquisa que investigam os efeitos de
exercicios agudos e crénicos em modelo animal, como avaliacdo da capacidade
aerdbia (BILLAT et al., 2005, SCARIOT et al., 2019, POLISEL et al. 2021, GOBATTO
et al., 2008).

Para alguns tipos de esfor¢o, a poténcia critica e seus analogos parecem
superestimar em diferentes niveis percentuais, levando em consideracéo os distintos
perfis de pessoas, a intensidade equivalente a MFEL (PRINGLE e JONES, 2001,
SMITH e JONES, 2001, DAKERLE et al., 2003). Conceitualmente, a Pcrit demarca o
limite inferior do dominio de exercicio de intensidade severa, ficando ligeiramente
acima da intensidade do limiar anaerébio (GAESSER e POOLE, 1996; JONES et al.,
2010). Mesmo que, teoricamente, a literatura indique que o exercicio na intensidade
de Pcrit (ou Vcrit) poderia ser mantida por "um tempo muito longo sem fadiga" (JONES
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et al., 2010), na préatica sabe-se que a manutencdo do esfor¢co nessa intensidade
parece apresentar elevada variacdo inter individuos, podendo ser limitada por
diferentes aspectos metabdlicos e fisiolégicos ainda ndo absolutamente
compreendidos.

Com base na literatura supramencionada, bem como nas linhas de
investigacdo de nosso grupo de pesquisa, acreditamos fortemente que os conteudos
proteicos de MCT 1 e 4 em musculo oxidativo estejam relacionados a estabilidade do
organismo necessaria para a manutencéo por longo periodo, em esforcos realizados

em intensidade como a velocidade critica.

1.1 Objetivos

De modo geral, esse trabalho objetiva determinar o conteddo proteico de
transportadores de monocarboxilato 1 e 4 em musculo oxidativo de camundongos
apos corrida maxima em intensidade de velocidade critica, bem como investigar as
possiveis correlacdes entre esses conteddos com o tempo limite de corrida nessa
intensidade individualizada.
Especificamente, pretendeu-se:
> Determinar o conteldo proteico de MCT 1 e 4 em musculo séleo de
camundongos submetidos a corrida maxima em intensidade de velocidade critica;
> Realizar comparacdes entre os conteldos proteicos de MCTs de animais
exercitados e animais em condi¢des de repouso;
> Investigar as correlacdes entre os conteudos proteicos de MCT 1 e 4 em
musculo séleo de camundongos e o tempo de manutencdo do exercicio (tempo limite)
em intensidade correspondente a Vcrit;
> Identificar as possiveis correlacbes entre as capacidades aerobia (Vcrit) e
anaerobia (capacidade de corrida anaerébia — CCA) com os conteudos de MCT 1 e 4

apos corrida maxima nessa intensidade.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e local
Para a execucao desse projeto, foram utilizados os materiais biolégicos

(tecidos muscular esquelético) advindos de um estudo experimental desenvolvido



16

recentemente no Laboratério de Fisiologia Aplicada ao Esporte — LAFAE,
provenientes de camundongos C57BL/6J provenientes do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério -
CEMIB — UNICAMP, e mantidos no Biotério de Ciéncias do Esporte da Faculdade de
Ciéncias Aplicadas - FCA - UNICAMP, Campus de Limeira - SP. Os animais foram
alojados em gaiolas de polipropileno (dez camundongos por gaiola), mantidos em
estantes ventiladas da marca Alesco. Durante todo o experimento, os camundongos
foram mantidos em ambiente climatizado a 22° C £ 2, umidade relativa do ar entre 45
e 55%, iluminac&o controlada em ciclo claro/escuro 12/12h (luz acesa das 6 as 18h),
alimentados com racéo balanceada Labina-Purina® para roedores, recebendo agua
ad libitum. Os ruidos no biotério ndo ultrapassaram 85 decibéis. Todo o experimento
envolvendo avaliacdo fisica e prescricdo do esforco foi realizado de acordo com a
legislacdo Brasileira corrente e as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal, sendo os procedimentos realizados previamente aprovados pela Comisséo
de Etica para o Uso de Animais — CEUA - UNICAMP. Todos os protocolos fisicos
foram conduzidos em sala especifica para avaliacdo e treinamento no mesmo periodo
do dia (das 18 as 20h).

2.2 Desenho experimental

Aos sessenta dias de idade os animais foram recebidos pelo Biotério local,
onde foram mantidos até os cento e cinquenta dias para atingirem idade alvo (150
dias). A partir dessa idade, foram adaptados a corrida em esteira rolante por um
periodo de cinco dias. Posteriormente, os camundongos foram submetidos ao
protocolo de velocidade critica (quatro sessdes de exercicio continuo até a exaustao),
para determinacédo da Vcrit e capacidade de corrida anaerdbia. Apos 48 horas da
Ultima sesséo do protocolo avaliativo, os camundongos foram submetidos a corrida
em intensidade equivalente a Vcrit individual, sendo o tempo limite de exercicio
registrado por um crondmetro. Imediatamente apds o esfor¢co, os roedores foram
eutanasiados para a obtencdo de materiais biologicos e posterior analise, conforme
detalhamentos a seguir. Para permitir a andlise comparativa entre os contetddos
proteicos de MCTs 1 e 4 no repouso e apés de esforco, um grupo de animais de
mesma idade e mantido em mesmas condi¢cdes de alojamento foi eutanasiado sem

executar a corrida na intensidade de Vcrit.
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2.3 Protocolo de velocidade critica

A determinacdo das capacidades aerObia e anaer6bia seguiu 0s
pressupostos do modelo de velocidade critica adaptado para ratos Wistar por
Manchado-Gobatto et al. (2011) e para camundongos por Scariot et al. (2019). Apos
periodo de adaptacao a corrida em esteira rolante, os camundongos realizaram quatro
sessfes de exercicio caracterizadas por corridas continuas até a exaustdo e
separadas por intervalo de 24 a 48 horas. As intensidades foram individualmente
selecionadas para que o tlim nas cargas preditivas ocorresse dentro da faixa sugerida
pelo modelo (1 a 10 minutos). A partir de uma relagao linear entre ‘distancia vs. tlim’
foi possivel determinar o coeficiente angular e o intercepto y, 0s quais correspondem,

respectivamente, a Vcrit e CCA, conforme ilustrado na figura 1.

Protocolo de velocidade critica
1600

140.0 - y=02517x +2,7846
120.0 - 2= 0,9994
100.0 -
30,0 -
60,0 -
40,0 -
20,0 -

0.0

Distineia (m)

0 100 200 300 400 500 600
Tempo de exaustio (s)

Figura 1: Exemplo representativo da relacdo linear entre distancia vs. tempo limite

para determinacdo da velocidade critica e capacidade de corrida anaerobia.

2.4 Exercicio agudo em intensidade de corrida equivalente a Vcrit

Apos a identificagdo da Vcrit e CCA, os animais foram individualmente
submetidos ao exercicio de corrida em esteira rolante, em intensidade equivalente a
Vcrit. Nesse esfor¢o continuo houve registro do tempo limite de esforco (tlim em Vcrit).

Imediatamente apés esse estimulo agudo, os camundongos foram eutanasiados.

2.5 Eutanésia e obtencdo de material biologico

A eutanasia foi efetuada pelo método quimico, por meio de administracao

letal intraperitoneal de tiopental sodico. Apos a total perda dos reflexos, a toracotomia
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foi efetuada. Amostras de musculo séleo foram cirurgicamente removidas e
rapidamente depositadas em nitrogénio liquido para evitar a degradacédo tecidual,
sendo posteriormente armazenadas a uma temperatura de —80°C. Cabe destacar que
todo os procedimentos experimentais, desde a retirada dos animais da gaiola,
execucdo do exercicio fisico até contencdo fisica para anestesia, foram
cuidadosamente realizados com o intuito de minimizar o medo, a ansiedade e a

apreenséao dos animais.

2.6 Processamento dos tecidos

Os tecidos retirados foram homogeneizados em RIPA buffer o qual foi
constituido dos seguintes componentes: 1% de Tris HCI (50mM), NaCl (150mM),
EDTA (1mM), IGEPAL® CA-630 (1%), Deoxycholate (0,5%), SDS (0,1%) e 1% de
inibidores de protease (Protease Inhibitor Cocktaile fostatase, cat# P8340, Sigma-
Aldrich®) e de fosfatese (Fosfatase Inibidor Coquetel Set II, cat# US1524625-1SET,
Calbiochem®). O volume utilizado de RIPA foi de 112uL para o musculo séleo. Apdsa
homogeneizagdo mecanica com pistilos, os tecidos ainda foram sonicados (Q55
Sonicator, Qsonica®, USA) durante 3 segundos (60%) com tubos sempre imergidos
em gelo. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12000rpm em
temperatura de 4°C (Centrifuge 5424 R, Eppendorf). Apés isso, sempre em gelo, 0s
sobrenadantes foram armazenados em freezer 80° C. Apoés lisados e armazenados,
foram determinadas, por método colorimétrico (Bradford), volumes de solucéo de cada
amostra, de forma a conter 40 ug de proteinas em volume néo superior a 9uL, ja que
12 uL foi o volume maximo a ser utilizado para deposi¢gdo em pogos unitarios de gel
(sendo que 3 pL ja estavam reservados para o volume de LDS buffer -Lithium dodecyl

sulfate e Mercaptoethanol-1%).

2.7 Mensuracao dos conteudos proteicos de interesse por Western Blotting

Apos a inclusédo de 3uL de solucdo LDS buffer - Mercaptoethanol (1%), as
amostras foram aquecidas em boiler a 95°C por 10 minutos, mantidas em gelo por 5
minutos e centrifugadas por 10 segundos. Em seguida, 9uL de cada amostra foi
depositado em pocgos de gel de eletroforese (Bolt™ 4-12% Bis-Tris Plus Gels, 15-well),

em cuba contendo Tris-Glicina buffer. A primeira linha de cada gel foi reservada para
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0 padrédo de peso molecular (Color-coded Prestained Protein Marker, Broad Range
11-250 kDa, cat#14208, Cell Signaling Technology). Ao final do carregamento dos
pocos, eletrodos foram introduzidos a cuba e a eletroforese foi iniciada utilizando
equipamento especifico (Electrophoresis Power Supply PowerPac 300 - Bio Rad) a
130V. Ao final do procedimento, tendo as proteinas corrido integralmente o gel, foi
realizada a transferéncia das proteinas para a membrana (PVDF), com uso de
equipamento Invitrogen (iBlot® 2 Dry Blotting System), com secagem e transferéncia
em sete minutos (Figura 2). Logo apds as proteinas serem transferidas do gel para as
membranas, essas foram submetidas ao stain. Conforme ilustrado na figura 3, o
procedimento determina o valor total de proteina "total stain" por fluorescéncia
(RevertTM total protein stain kit), ndo necessitando, portanto, de controle interno na
determinacao das proteinas de interesse, trazendo com isso maior sensibilidade ao
procedimento. Ao final, a leitura foi realizada em fotodocumentador (Odyssey Fc
System, Li-COR).

iBlot™ Transfer Stacks |

iBlot® 2 Dry Blotting System

Figura 2: Resumo das etapas realizadas no processo de transferéncia. A: Gel foi
gentilmente colocado sobre a membrana. B: Um papel filtro umedecido em agua
destilada foi posto sobre o gel e com leve presséo utilizando um rolinho foram retiradas
possiveis bolhas. C: Elétrodo revestido de cobre foi posto sobre o papel filtro e um
rolinho novamente foi usado para garantir a aderéncia entre as camadas. D: O kit de
transferéncia foi inserido no equipamento iBlot® 2 Dry Blotting System. E: Uma dltima

camada (absorbent pad) foi colocada sobre o eletrodo de cobre. F: A transferéncia foi
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executada utilizando a programacédo (p3) durante um tempo total de 7 minutos em
voltagem de 20V.

Lanes de proteinas

||
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32

Peso molecular (kDa)
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Figura 3: Exemplo de uma membrana submetida a leitura por fluorescéncia em

700nm para obtenc¢éo do total protein stain.

Apos transferir o gel para a membrana, foi realizado o blogueio em 1% leite
em PBS (10mL PBS, 0,1g milk-NFDM) durante 1 hora. Imediatamente ap6s o
bloqueio, as incubagbes com anticorpos foram iniciadas. As membranas foram
incubadas com 5% de leite em PBS-Tween por 1 hora em temperatura ambiente (para
0 anticorpo MCT4, cat # BS-2698R , Bioss), ou overnight a 4 ° C (para o MCT1, cat #
BS-10249R, Bioss). ApGs isso foram realizadas duas lavagens rapidas com 10mL
PBST, seguidas de outras quatro lavagens de 5 minutos com PBST. A ligacdo do
anticorpo foi detectada usando Goat anti-Rabbit IgG H&L (IRDye 800CW)
preadsorbed (cat# ab216773) a uma diluicdo de 1: 20.000 por 1 hora a temperatura
ambiente em auséncia de luz. Ao final, duas lavagens rapidas com PBST, seguida de
4x5min PBST e outras duas rapidas em PBS. A fluorescéncia foi detectada a 800 nm
com o Odyssey Fc System (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA). A expresséao da
proteina foi normalizada dividindo o sinal do anticorpo pelo fator de normalizacéo da

lane.
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2.8 Analise estatistica

Todos resultados obtidos estdo apresentados como média * erro padréao
da média. A normalidade dos dados foi testada por Shapiro-Wilk e a homogeneidade,
por teste Levene. Para a analisar as diferencas entre grupos (Controle vs Exercitado)
utilizou-se teste t para amostra independentes. Correlacfes entre as variaveis foram
investigadas por produto-momento de Pearson. O tamanho do efeito (effect size) para
comparacdes entre grupos foi determinado pela férmula: (média do grupo Controle -
média do grupo Exercitado) / desvio padrao agrupado. Os valores de effect size de
0,2, 0,5 e 0,8 descrevem efeitos pequenos, moderados e grandes, respectivamente.

Em todos os casos, o nivel de significancia foi pré-fixado em 5%.

3 RESULTADOS

A Vcrit e a CCA dos animais exercitados foi 21,3+0,9 m.minte 8,4+2,0 m,
respectivamente. Todas as regressoes lineares apresentaram elevados valores de R?
(0,99+0,002), evidenciando uma elevada confiabilidade na determinacdo dos
parametros aerobio e anaerdbio advindos desse modelo. Para os animais que foram
individualmente submetidos ao exercicio de corrida em esteira rolante (n=14), em
intensidade equivalente a Vcrit, o tlim foi de 1703+133 s (~28min). Quanto a
determinacao do conteudo proteico de MCT-1 e MCT-4 em musculo so6leo, ndo houve
diferenca entre o grupo exercitado e controle, como evidenciando na tabela 1 e figura
4.

Tabela 1: Conteudos proteicos de MCT-1 e MCT-4 em musculo soleo para grupos

controle e exercitado.

_ Comparacg0Oes )
Controle Exercitado o Effect Size
estatisticas

0,7013+0,143 0,7083+0,138

MCT-1 t=-0,03; p=0,97 0,013
(n=13) (n=13)
0,0215+0,002 0,0173+0,002
MCT-4 t=1,60; p=0,12 0,657
(n=11) (n=13)

Dados estédo apresentados em média e erro padrdo da média.
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Figura 4: Comparacao entre o conteudo proteico de MCT-1 e MCT-4 em musculo

s6leo de animais controle e exercitado.

Na tentativa de correlacionarmos o tempo limite em intensidade equivalente
a Vcrit, e os conteudos proteicos de MCT-1 e MCT-4 na musculatura oxidativa séleo,
aplicamos o teste produto-momento de Pearson. Contudo, ndo foi encontrada
correlacao estatisticamente significativa entre o tlim e os conteudos de MCT1 (r=0,08,
p=0.77), e MCT4 (r=-0,31, p=0,28) (figura 5).
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Figura 5: Correlacdes entre tempo de exaustdo (tlim) em intensidade equivalente a
Vcrit, e contetdo proteicos de MCT-1 (Painel A) e MCT-4 (Painel B) em musculo séleo,

investigadas por produto-momento de Pearson.

Como pode ser observado na tabela 2, ndo foi encontrada correlagéo
estatisticamente significativa entre MCT-1 e MCT-4 com Vcrit e CCA.

Tabela 2: Correlagdes entre MCT-1 e MCT-4 com Vcrit e CCA (n=13).

MCT-1 MCT-4
Vcrit p=0,33 r=0,29 p=0,71 r=0,11
CCA p=0,52 r=-0,18 p=0,68 r=-0,12

4 DISCUSSAO

Ao que sabemos este é o primeiro estudo que investigou repostas
moleculares de proteinas envolvidas no transporte de lactato apés um esforco até
exaustao em intensidade de velocidade critica. Os principais achados do nosso estudo
foram que um esforc¢o tlim ndo é capaz de modular o conteudo proteico de MCT-1 e
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MCT-4 em musculo séleo, bem como um melhor tempo limite ndo é associado com o
conteudo proteico de MCT-1 e MCT-4.

Os valores médios de Vcrit encontrados nesse estudo (21,3 m.mint) véo
ao encontro com os valores de Vcrit apresentada na literatura. Em estudos
empregando o protocolo que utilizamos, MANCHADO-GOBATTO et al. (2010) e
MANCHADO-GOBATTO et al. (2012) reportaram valores de Vcrit entre 22 m.min*a
26 m.min1. BILLAT et al. (2005) avaliaram camundongos corredores, relatando Vcrit
média de 18,0 m.min'! para camundongos C57BL / 6J, 0 mesmo usado nesse estudo.
A similaridade dos nossos resultados de Vcrit com os reportados pela literatura
demonstra que nosso protocolo foi bem aplicado. Alguns procedimentos executados
em nosso projeto podem ter contribuido para os achados fidedignos, tais como, a
familiarizacdo dos animais com a esteira ergométrica, preparando-os para atividade
subsequente, a realizacdo dos testes no periodo noturno, como descrito por
MANCHADO-GOBATTO et al. (2012) no qual os roedores estdo em estado de vigilia.
Em nossos procedimentos ndo utilizamos o choque elétrico para estimular os animais
a correr, pois poderia ocasionar estresse, gerando resultados diferentes tanto da Vcrit
guanto da analise molecular.

Quanto ao tlim, é coerente mencionar que exercicio realizado em
intensidade igual a Vcrit é possivel de sustentacdo por um longo periodo uma vez que
a tal intensidade representa um limiar critico para o dominio severo (POOLE et al.,
1988; COOP et al., 2010). Indo ao encontro desse raciocinio, observamos que o tlim
dos roedores na intensidade da Vcrit foi equivalente a 1703,1 s em média (28,4 min).
Beck et al. (2014) também submeteu ratos a exercicio na intensidade de lactato
minimo, s6 que aplicado na natagdo, demonstrando tlim médio de 114,3 min. Espera-
se, na teoria, que uma pessoa treinada consiga manter o exercicio por volta de 40
minutos a 1 hora em exercicio no limiar de anaerobio (BILLAT et al., 2005; BECK et
al. 2014), como relatado no estudo de Stegmann & Kindermann (1982). Ja para
pessoas nao treinadas o tlim varia entre 20 a 30 minutos (MCLELLAN & JACOBS,
1989 & 1993; MEZZANI et al., 2010), o que corrobora com 0s nossos achados
envolvendo o tlim dos nossos animais, ja que esses roedores nao foram submetidos
a nenhum treinamento prévio e apresentaram o tlim médio de 28,4 min.

Tendo em vista que De ARAUJO et al. (2015) reportaram aumento da
expresséo génica de MCT-1 e MCT-4 em musculo oxidativo (s6leo) de camundongos

logo apdés uma unica sessdo de natacao realizado em intensidade aerdbia (MFEL),
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acreditAvamos ser possivel visualizar maior contetdo proteico desses MCTs em
musculo s6leo em animais exercitados quando comparados a animais controles (sem
nenhum estimulo). Em conjunto com os achados de De ARAUJO et al. (2015), nossos
resultados demonstram que os niveis de mRNA ndo necessariamente refletem os
perfis de expressao proteica.

As adaptacdes celulares logo ap06s o estimulo ao exercicio sdo executadas
por conversoes fisioldgicas, caracterizadas pela detec¢do de um sinal, a transducéo
do sinal para o DNA, a transcricdo de mRNA e, logo apds, a traducdo da proteina
referente ao estresse sofrido. Contudo as variacbes espaciais e temporais dos
mRNAs, bem como a disponibilidade local de recursos para a biossintese de
proteinas, influenciam fortemente a relacdo entre os niveis de proteinas e seus
transcritos codificadores (LIU et al., 2016). Nesse sentido, Miller (2016) sugere que
utilizar mRNA como principal variavel, especialmente em estudos de treinamento
fisico, traz uma viséo limitada das adaptac@es fisiol6gicas frente ao exercicio fisico.

Dessa forma, a auséncia de diferenca entre 0s grupos pode estar
relacionada ao tempo de analise das proteinas ap6s o estimulo do esforco. Embora a
eutanasia dos animais tenha sido realizada imediatamente apos o tlim, com o intuito
de examinar elementos que contribuiram para a manutencao do esforco, torna-se
necessario estudar momentos mais tardios ap6s a exposicado ao exercicio, ja que a
relacdo entre proteina e mRNA pode acontecer em Varios cenarios, como estado
estacionario, mudancas de estado de longo prazo e adaptacdo de curto prazo,
demonstrando a complexidade da regulacdo da expressao génica, especialmente
apos estimulos (LIU et al., 2016).

Assim, andlises time course parecem ser relevantes para compreender
como se dao os ajustes nas MCTs em algumas horas ap0s o esfor¢co em intensidade
aerobia. Com relacédo ao segundo objetivo do estudo, vale mencionar que um maior
tlim poderia ser explicado por elevada capacidade muscular de realizar influxo (MCT-
1) e efluxo (MCT-4) de lactato e ions hidrogénio com repercussdes no equilibrio acido-

basico em nivel sistémico (figura 6).
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Figura 6: Exemplo da relacdo entre a transposicdo de lactato musculo-corrente
sanguinea e corrente sanguinea-tecido muscular (MCT-4 e MCT-1 respectivamente)

e tempo limite.

Apesar de ndo termos encontrado associacdo entre tlim e as MCTs, é
importante relatar que a tolerancia ao esforco € absolutamente dependente das MCTs.
Diante disso, podemos supor que se 0 desenho experimental tivesse sido aplicado
também com animais treinados (aumentando a heterogeneidade das amostras), os
guais ja possuem adaptacdes cronicas de elevados niveis de MCTs devido ao
treinamento, talvez encontrariamos associacfes entre tlim e MCTs. Segundo Bonen
(2000) houve aumento de mMRNA de MCT-1 na porcado vermelha do musculo tibial
anterior, apenas trés semanas ap0s sessfes crénicas de exercicio.

Bonen (2001) observaram que a expressdo de MCT-1 no tecido cardiaco
em roedores aumentou com exercicio fisico, levando-os a crer que a expressao de
MCT-1 e MCT-4 podem ser reguladas em musculos e isoformas especificas. Portanto,
futuras investigacdes serdo conduzidas na tentativa de compreender como outras
isoformas de MCTs, em diferentes tecidos e em animais com diferentes status de
treinamento, se associam com o tlim em esforcos constantes e individualizados de

corrida.

5 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que uma sessao de exercicio em intensidade
individualizada de velocidade critica (esfor¢o até a exaustéo) ndo é capaz de modular
o conteudo proteico de MCT-1 e MCT-4 em musculo soleo. Além disso, o tempo de
exaustdo em corrida continua realizada nessa intensidade n&do apresentou
correlacdes significantes com o contetdo proteico de MCT-1 e MCT-4, a0 menos em

relacdo ao musculo soéleo.
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