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RESUMO

TELLES, G.D. Efeitos de uma sessao de treinamento concorrente nos niveis de metilacio e
expressao de genes fatores regulatorios miogénicos. 2019. 97 péginas. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncias) — Escola de Educacao Fisica e Esporte, Universidade de Sao Paulo. 2019.

Problema: As respostas agudas dos niveis de metilagdo do DNA em genes miogénicos e
relacionados a ativagdo das células satélites (CSs) podem ser mecanismos que expliquem o menor
ganho de for¢a e massa muscular, conhecido como efeito de interferéncia, apés um periodo de
treinamento concorrente (TC) comparado ao treinamento de forca (TF) isolado. Objetivo: O
presente estudo teve por objetivo determinar e comparar as mudangas induzidas por uma sessao de
TC, TF e TA nos niveis de metilagdo e expressao génica dos genes fatores regulatorios miogénicos,
bem como o curso temporal de ocorréncia dessas mudangas. Métodos: 9 homens destreinados
participaram de um desenho experimental randomizado, contra balanceado e cross over, em que
cada sujeito realizou uma sessdo de TF, TA e TC, separados por uma semana de recuperacdo. A
sessdo de TF foi composta por 2 séries de 8-12 repeticdes maximas com intervalo de 60s, de cada
um dos exercicios Leg press 45° e cadeira extensora. A sessdo de TA foi composta por 4 minutos
de aquecimento com intensidade de 50% da velocidade atingida no consumo méximo de oxigénio
(VVO2max) durante o teste de VOomax, seguido de 12 sprints de 1 min a 100% da vVO2max e
intervalo de 1 minuto a 50% da vVO2maéx. A sessdo de TC foi composta pelo protocolo de TF
seguido pelo protocolo de TA, com intervalo de 5 minutos entre eles. Foram obtidas 4 amostras de
tecido muscular em cada sessdo experimental, sendo uma coletada imediatamente antes do
exercicio (Pré), e outras 3 ap6s o exercicio (imediatamente, 4 horas e 8 horas ap0s), totalizando 12
amostras por sujeito. Resultados: O gene MYOD1 apresentou menores niveis de metilagdo do
DNA, apds a sessdo de TA, tanto 4H e 8H, em comparagdo com o momento PRE, como também
no momento 8H em comparagdo ao momento OH. Além disso, foi também encontrado um menor
percentual de metilagdo 4H horas apos a sessdo de TA quando comparado a sessdo de TF, no
mesmo momento. Os niveis de metilagdo do DNA dos genes MYF5 e MYF6 diminuiram
significantemente nos momentos 4H e 8H apods as trés condigdes (efeito principal de tempo), em
comparagio com os momentos PRE e OH. A expressido de mRNA do gene MYOD1 mostrou-se
aumentada 4H apés as diferentes sessdes de treinamento, quando comparada aos valores PRE
exercicio, e em 8H, quando comparada aos momentos PRE, OH e 4H. O gene MYF5 mostrou, em
todas as condi¢des, niveis de mRNA menores no momento 4H quando comparados com o
momento OH, retornando a valores similares aos basaias com um aumento significante em 8H. A
expressao de mRNA do gene MYF6 foi maior, em todas as condigdes, em 4H quando comparada
aos momentos PRE e OH. Consideracées finais: Coletivamente, nossos resultados indicam que as
mudangas agudas até 8 horas na metilacao do DNA e na expressao de mRNA de genes MRFs pode
ndo estar relacionadas diretamente com o efeito de interferéncia induzido pelo TC.

Palavras-chave: Epigenética; Efeito de interferéncia; Células Satélites; Treinamento Fisico.



ABSTRACT

TELLES, G.D. Effects of concurrent exercise on the methylation and gene expression levels
of the myogenic regulatory factors. 2019. 97 Pages. Dissertation (Master’s in Science) — School
of Physical Education and Sports, University of Sao Paulo. 2019.

DNA  Methylation in  myogenic  genes related to  satellite cells (SC)
activation/proliferation/differentiation is a mechanism regarded to explain the lower muscle gains
with concurrent exercise (CE) Training compared to resistance exercise (RE) Training alone, a
phenomenon known as Interference Effect. Aim: To determine and compare the methylation and
the mRNA expression levels of the myogenic regulatory factors (MyoD, Myf5, MYF6) and
mitochondrial-related genes (PGC-1a, TFAM, PPAR-y) after Resistance Exercise (RE), Endurance
Exercise (EE) and Concurrent Exercise (CE). Methods: 9 untrained young men volunteered to
participate in a randomized and counterbalanced cross over design. Each volunteer performed a
bout of RE, EE and CE. The RE was consisted of 2 exercises (Leg Press 45 and Leg extension),
2x8-12 maximum repetitions with 60s rest. In the EE condition participants performed 12 x 1 min
sprints at 100% of the vVO2max with 1 minute rest at 50% of vVO2max. In the CE condition
participants performed the RE and EE routines in the same exercise session. Twelve muscle
samples were taken: immediately before, and 3 times after each exercise session (immediately (Oh),
4 hours and 8 hours). Results: MYOD1 presented lower levels of DNA methylation after the EE
bout 4H and 8H when compared to PRE, as well as at 8H when compared to OH. It was also found
a lower methylation percentage 4H hours after EE when compared to RE at the same time point.
MYF5 and MYF6 methylation levels decreased significantly at 4H and 8H after the three
conditions (main effect of time) compared to PRE and OH. MYODI mRNA expression was
increased 4H after all training sessions, when compared to PRE exercise values, and also increased
at 8H when compared to the PRE, OH and 4H. There was also a main effect of time for MYF5 gene
expression, which showed lower mRNA levels at 4H when compared to OH, returning to baseline-
like values with a significant increase in 8H. MYF6 gene mRNA expression was higher under all
conditions at 4H compared to PRE and OH. Final considerations: Collectively, our results indicate
that the acute changes in DNA methylation and mRNA expression of MRFs genes up to 8 hours
may not be directly related to the interference effect.

Key-words: Epigenetics; Interference Effect; Satellite Cells; Physical Training.
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1. INTRODUCAO

O treinamento fisico ¢ um estimulo estressor fisioldgico capaz de induzir uma séries de
adaptacdes diretamente relacionadas a melhoria da saude, qualidade de vida e diminui¢do de riscos
de morbimortalidade em diferentes populagdes (BLAIR et al., 1996; MAEDA et al., 2001;
MYERS et al., 2002; ACSM, 2011; WILLIS et al., 2012; DENHAM et al., 2014). Neste sentido,
o American College of Sports Medicine (ACSM) recomenda a pratica do protocolo de treinamento
concorrente (TC), o qual ¢ definido pela realizagdo do treinamento do forga (TF) juntamente ao
treinamento aerdbio (TA) em um mesmo periodo (e.g. sessdo, dia, semana) (BELL et al., 2000;
PUTMAN et al., 2004; ACSM, 2011; DONGES et al., 2012). O TC € muito recomendado devido
a sua capacidade de induzir, simultaneamente, as adaptagdes comumente induzidas de forma
isolada pelos TF e TA (HICKSON, 1980; LEVERITT et al., 1999; MCCARTHY et al., 2002;
DONGES et al., 2012; SOUZA et al., 2012; WILSON et al., 2012; SOUZA et al., 2014).

O TF produz adaptagdes neuromusculares, como o aumento da ativagdo do pool de
unidades motoras e da hipertrofia muscular, aumentando a capacidade do musculo produzir forca
(CAMPOS et al., 2002; MITCHELL et al., 2013; BELLAMY et al., 2014; NADER et al., 2014).
Por outro lado, o TA produz adaptagdes distintas ao TF (GRGIC et al., 2019), como o aumento da
densidade mitocondrial e angiogénese, resultando no aumento da capacidade cardiorrespiratoria
(e.g. poténcia aerdbia) (MAEDA et al., 2001; COFFEY & HAWLEY, 2007; SLOTH et al., 2013;
KONOPKA et al., 2014). Contudo, quando o TC ¢ realizado, existem evidéncias que indicam que
os ganhos de forca e massa muscular sdo prejudicados em comparagao ao TF isolado (i.e. realizado
sem a adi¢ao do TA) (PUTMAN et al., 2004; KARAVIRTA et al., 2011; SOUZA et al., 2014,
FYFE, BARTLETT, et al., 2016; FYFE et al, 2018), fendomeno denominado de efeito de
interferéncia (DOCHERTY & SPORER, 2000). Ainda que esse efeito seja considerado um
fendomeno de causa multifatorial (e.g. duracdo e volume dos protocolos de TF e TA), muitos estudos
tém investigado possiveis mecanismos explicativos para sua ocorréncia (DOCHERTY &
SPORER, 2000; DONGES et al., 2012; SOUZA et al., 2012; APRO et al., 2013; FYFE et al.,
2014; PUGH et al., 2015; ENGELKE et al., 2016; FYFE, BISHOP, et al., 2016; TERZIS et al.,
2016).

As adaptagdes decorrentes do TF e do TA sdo controladas por alteragdes moleculares apds

cada sessdo de treino (e.g. transcri¢do de genes reguladores e sintese de proteinas) (PERRY et al.,
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2010; EGAN & ZIERATH, 2013; HAWLEY et al., 2014). Neste sentido, a hipertrofia muscular
decorrente do TF (PERRY & RUDNICK, 2000; COFFEY & HAWLEY, 2007) ¢ modulada por
uma cascata de fosforilagdes proteicas, principalmente orquestradas pelo alvo da rapamicina em
mamiferos complexo 1 (mMTORC1) que culmina no aumento da sintese proteica miofibrilar apds
cada sessdo de TF. Assim, baseado em algumas evidéncias demonstradas em modelo animal
(ATHERTON et al., 2005; THOMSON et al., 2008), o efeito de interferéncia com o TC foi,
primeiramente, majoritariamente atribuido a inibicdo do mTORCI, pela ativagdo da adenosina
monofosfato-ativado proteina quinase (AMPK), induzida pelas sessdes de TA adicionadas ao TF
(ATHERTON et al., 2005; BAAR, 2006; COFFEY & HAWLEY, 2007; HAWLEY, 2009; FYFE
et al., 2014). Contudo, essa hipotese ndo ¢ devidamente sustentada nos estudos em modelo animal
(MCGEE et al., 2008), como também nao ¢ sustentada por nenhum estudo realizado em humanos
at¢ o momento (COFFEY, JEMIOLO, et al., 2009; COFFEY, PILEGAARD, et al., 2009,
DONGES et al., 2012; SOUZA et al., 2012; FYFE et al., 2018). Contrariamente a hipotese, esses
estudos ndo mostraram aumentos nos niveis de fosforilagio da AMPK™'72 nem de maneira aguda
(i.e. apds uma sessdo de TC) (COFFEY, JEMIOLO, et al., 2009; COFFEY, PILEGAARD, et al.,
2009; DONGES et al., 2012), nem cronicamente (i.e. apés um periodo de TC) (SOUZA et al.,
2012; FYFE et al., 2018), mesmo quando um efeito de interferéncia foi observado na hipertrofia
das fibras musculares do tipo I (FYFE et al., 2018), indicando que outros mecanismos moleculares
podem estar envolvidos na inducdo do efeito de interferéncia muscular.

Neste sentido, investigando outros mecanismos possivelmente envolvidos na produgio do
efeito de interferéncia ao TC, o estudo de DONGES et al. (2012) verificou que uma sessao de TF
foi capaz de aumentar a transcri¢cdo do gene de diferenciacdo miogénica (MYOD) e da miogenina
(MYOG), enquanto que a sessdo de TC ndo alterou a expressao desses genes. O MYOD e a MYOG
estdo inseridos no conjunto de genes conhecidos como fatores regulatorios miogénicos (MRFs),
juntamente com o fator miogénico 5 (MYF5) e o fator miogénico 6 (MYF6, ou também encontrado
na literatura como MRF4) (WEINTRAUB, 1993; PSILANDER et al., 2003; ROBERTS et al.,
2011; CALDOW et al., 2015). Esses fatores desempenham um papel fundamental no processo de
miogénese, controlando a proliferacdo e diferenciagao celular do tecido muscular, tanto durante o
desenvolvimento embrionario, bem como no periodo po6s natal, durante o crescimento e
regeneragdo do musculo esquelético adulto (PERRY & RUDNICK, 2000; WAGERS & CONBOY,
2005; ZANOU & GAILLY, 2013; ZAMMIT, 2017). Além disso, AGUIAR et al. (2013)
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demonstraram, em animais, que existe uma correlagdo significante e positiva entre o aumento da
expressao de mRNA dos genes MyoD (r = 0,85; p = 0,0001) e MyoG (r = 0,87; p = 0,0001) e da
area de seccdo transversa (AST) muscular (i.e. hipertrofia muscular) induzida pelo TF. Em
humanos, diversos autores também ja demonstraram o aumento da expressdo dos MRFs apds uma
sessao de TF, tanto em individuos destreinados (PSILANDER et al., 2003; BICKEL et al., 2005;
YANG et al., 2005; ROBERTS et al., 2011), como também apds um periodo de TF (CALDOW et
al., 2015). Entretanto, corroborando com os resultados de DONGES et al. (2012), os estudos
agudos de COFFEY, JEMIOLO, et al. (2009) e COFFEY, PILEGAARD, ef al. (2009) também
ndo observaram aumentos significantes na expressao de MYOD ap6s uma sessdo de TC. Uma vez
que as adaptagdes musculares ao treinamento sdo o resultado de modulagdes moleculares agudas
apos cada sessdo de exercicio, coletivamente, os resultados mencionados indicam que a modulacao
aguda da expressdao dos genes miogé€nicos que participam do processo de miogénese pode estar
relacionada com o efeito de interferéncia induzido pelo TC.

Os MRFs desempenham papel importante na hipertrofia do mtsculo esquelético adulto por
participarem do processo de ativagdo, proliferagdo e diferenciagdo das células satélites (CSs)
musculares (MACKEY et al., 2011; KONOPKA et al., 2014). As CSs sao células tronco do tecido
muscular esquelético, mononucleadas, localizadas entre o sarcolema e a lamina basal da fibra
muscular a qual estd associada (MAURO, 1961; MORESI et al., 2015). Elas permanecem em um
estado quiescente, sdo ativadas e se proliferam em resposta a diferentes estimulos intrinsecos e
extrinsecos, como fatores de crescimento, estresse mecanico ou dano muscular induzido pelo
exercicio (CRAMERI et al., 2004; MCKAY et al., 2009; GRUBB et al., 2014). O processo de
ativagdo das CSs ¢ controlado pela regulacdo dos MRFs e do gene paired box 7 (PAX7) (LE
GRAND & RUDNICKI, 2007; MORESI et al., 2015). As CSs ativadas expressam, primeiramente,
o gene MYFS5, o qual participa principalmente do processo de divisdo e proliferagcdo celular. A
divisdo celular das CSs acontece de maneira assimétrica, produzindo tanto células que ndo se
diferenciam, mantendo a auto-renovacao do pool/ de CSs, bem como produzindo mioblastos, os
quais seguem o caminho miogénico (ZANOU & GAILLY, 2013). Os mioblastos em proliferacao
expressam entdo o gene MYOD, o qual induz a saida do ciclo celular, permitindo a posterior
expressao de MYOG, iniciando entdo a diferenciagdo e a fusdo as fibras musculares ja existentes.
No musculo esquelético adulto, o MYF6 entdo aparece expresso mais tardiamente, apos as etapas

de fusdo e maturacdo, culminando na consequente doacdo de seus nucleos as fibras musculares
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existentes, aumentando assim a capacidade de transcrigdo dessas células e, consequentemente, de
sintetizar proteinas (HAWKE & GARRY, 2001; PALACIOS et al., 2010; DUMONT et al., 2015;
CONCEICAOQ et al., 2018). Como o acumulo de proteina intracelular é o principal mecanismo a
aumentar o volume da célula muscular (i.e. hipertrofia), ¢ sugerido que a atividade das CSs ¢ de
fundamental importancia para que esse processo ocorra em humanos (HAWKE & GARRY, 2001;
PALACIOS et al., 2010; DUMONT et al., 2015; CONCEICAO et al., 2018).

De fato, alguns estudos tém mostrado que a hipertrofia das fibras ap6és um periodo de TF
ocorre conjuntamente com um aumento tanto no nimero de CSs (agudo, apds uma sessdo de TF)
quanto de mionucleos nas fibras do tipo I e do tipo II (MACKEY et al., 2011; BELLAMY et al.,
2014; CONCEICAO et al., 2018). Contudo, BABCOCK et al. (2012) demostraram que, apos uma
sessdo aguda de TC, o numero de CSs por fibra muscular foi reduzido em 6%, em comparagdo aos
valores obtidos antes da sessdo. Assim, ¢ possivel que a ativagdo ou a proliferacdo das CSs seja
menor quando uma sessao de TF ¢ associada a uma sessdo de TA (i.e. TC). Uma vez que ¢ sugerido
que as CSs desempenhem um papel importante principalmente no desenvolvimento de uma maior
magnitude de hipertrofia muscular em longo prazo (MURACH et al., 2018), pode-se hipotetizar
que essa menor ativagdo aguda das CSs apos cada sessdo de TC seja um dos fatores explicativos
da menor hipertrofia muscular induzida pelo TC, quando comparado ao TF isolado. Dado que todo
o ciclo ativagdo, proliferagdo e diferenciacdao das CSs ¢ a) controlado principalmente pelos MRFs,
e que b) esses parecem ter suas expressoes atenuadas apds uma sessdo de TC, ¢ também plausivel
sugerir que os mecanismos que modulam a expressao desses genes apos cada sessdo de treinamento
estejam colorariamente relacionados ao efeito de interferéncia. Porém, até o presente momento,
nenhum estudo investigou quais s3o 0s mecanismos que podem estar envolvidos nessa inibicao das
CSs ap6s uma sessao de TC.

Neste sentido, a literatura cientifica tem dado atengdo a fatores epigenéticos que modulam
o padrao de expressdo de inumeros genes no tecido muscular esquelético apds cada sessdo de
exercicio fisico (MCGEE & HARGREAVES, 2011; TERRUZZI et al., 2011; BARRES et al.,
2012; NITERT et al., 2012; BRYAN et al, 2013; EHLERT et al, 2013; NTANASIS-
STATHOPOULOS et al., 2013; DENHAM et al., 2014; LINDHOLM et al., 2014; LING &
RONN, 2014; PAREJA-GALEANO et al, 2014, BOUCHARD, 2015; BROWN, 2015;
KANZLEITER et al.,2015; LOCHMANN et al.,2015; MORESI et al., 2015; VOISIN et al., 2015;
ZIMMER & BLOCH, 2015; BARRES & ZIERATH, 2016; DENHAM et al., 2016; BAGLEY et
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al.,2019; JACQUES et al., 2019; TURNER et al., 2019; WIDMANN et al., 2019). A epigenética
estuda as mudangas transcricionais € poOs transcricionais causadas por mecanismos moleculares,
independentemente de mudangas na sequéncia do DNA (TERRUZZI et al., 2011; BARRES et al.,
2012; NITERT et al., 2012; BRYAN et al., 2013), que caracterizam as func¢des de cada tipo de
célula (MORESI et al., 2015). Dependendo de onde ocorrem, essas modificagdes podem permitir
ou reprimir a expressao de genes especificos. Ainda que muitas sejam as mudangas epigenéticas
conhecidas (KOUZARIDES, 2007), os estudos relacionados ao treinamento fisico t€m dado énfase
principalmente para a investigacdo do mecanismo de metilagio do DNA (DENHAM et al., 2014).

A metilacdo do DNA ¢ o processo de adicdo de um grupamento metil a molécula do DNA
que normalmente ocorre em citosinas seguidas por guaninas (CpG) (LISTER et al., 2009; JIN et
al., 2011). As regides onde sdo encontradas CpGs em abundancia sio chamadas de Ilhas CpGs
(LISTER et al., 2009; JIN et al., 2011) e, em geral, quando regides especificas (e.g. regido
promotora e acentuassomo (i.e. regides do DNA as quais proteinas especificas se ligam induzindo
o aumento da expressdo)) de genes ativos sdo metiladas, a expressdo daquele gene ¢ reprimida
(BIRD, 2002; BOCK et al., 2010; KANZLEITER et al., 2015). Assim, mudang¢as nos niveis de
metilacdo do DNA podem modular as alteragdes no perfil da transcricdo de genes e niveis de
proteinas que geram as respostas adaptativas ao treinamento fisico (DENHAM et al., 2014).

Especificamente quanto ao musculo esquelético, sabe-se que a metilagdo do DNA ¢ um
importante regulador da transcrigdo dos MRFs e do PAX7 (CHAO et al., 2016) (LAKER &
RYALL, 2016). Alguns trabalhos com modelos celulares (e.g. linhagem miogénica C2C12)
suportam o papel da metilagdo do DNA na diferenciagdo miogénica, sugerindo que a demetilagdo
do DNA em células ja destinadas a linhagem miogénica pode induzir uma estrutura permissiva da
cromatina, tornando os promotores de genes miogénicos acessiveis a ligacdo de fatores de
transcri¢do musculares especificos (SCARPA et al., 1996; HUPKES et al., 2011), que promovem
a expressdo de genes como MYOD, MYOG e o MYFS5 (SCARPA et al., 1996; MONTESANO et
al., 2013), e a consequente diferenciagao celular.

J4 em humanos, estudos recentes investigaram os efeitos do TF na metilagdo do DNA no
musculo esquelético (LAKER et al., 2017; ROBINSON et al., 2017; SEABORNE et al., 2018;
TURNER et al., 2019). O elegante estudo de SEABORNE et al. (2018), por exemplo, demonstrou
que genes especificos, dentre os quais 0 TRAF1, relacionado a proliferagdo e diferencia¢do de CSs

musculares, sofreram demetilacdo significante 30 minutos apds uma sessdo de TF em individuos
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previamente destreinados. Interessantemente, esses niveis reduzidos de metilagao foram mantidos
tanto apds um periodo de sete semanas de TF, como também apds sete semanas de destreinamento
e, posteriormente, apods mais sete semanas de re-treinamento. Ao final de 22 semanas, tanto a
expressio de mRNA desses genes, bem como a hipertrofia muscular, mostraram-se
significantemente aumentadas. Apesar dos autores ndo especificarem em que momento apos a
ultima sessdo de treinamento de cada periodo (i.e. treinamento, destreinamento e re-treinamento)
aconteceram as biopsias musculares, esses resultados indicam que as mudangas agudas induzidas
por uma sessdo de TF nos niveis de metilagdo do DNA, especificamente desses genes, podem ser
mais estaveis (i.e. duram por mais tempo), sendo consideradas pelos autores como possiveis
biomarcadores da hipertrofia muscular induzida pelo TF mais sensiveis que a propria expressao

aguda desses genes.

Por outro lado, a grande maioria dos estudos que investigou os efeitos do treinamento fisico
aguda e cronicamente nos niveis de metilagdo do DNA, até o momento, utilizou apenas o TA como
intervengdo (ALIBEGOVIC et al., 2010; BARRES et al., 2012; NITERT et al., 2012; BRYAN et
al.,2013; LINDHOLM et al., 2014; BAJPEYI et al., 2017). O estudo de Barres et al. BARRES et
al. (2012) mostrou que, de maneira aguda, uma sessdo de TA foi capaz de diminuir os niveis de
metilacdo (i.e. demetilagdo) global do DNA, bem como de genes especificos no musculo
esquelético de humanos, e que essa diminui¢do acontece concomitantemente a expressao dos genes
demetilados. Ou seja, genes relacionados a biogénese mitocondrial e ao metabolismo aerobio (i.e.
PGC-1a, PPAR-3, TFAM, CS e PDK4) sofreram demetilacdo significante acompanhada de
aumento da expressdo também significante de mRNA, principalmente quando a sessdo de TA ¢
realizada em alta intensidade (i.e. 80% do VOamax), indicando que a expressao de genes induzida
por uma sessao aguda de TA parece ser dependente da demetilagao de regides especificas dos genes
expressos. Porém, os resultados do estudo mostraram que nao houve demetilagdo significante do
gene miogénico MYOD1, e que sua expressdo ndo foi aumentada apos a sessdo de TA em alta
intensidade. Diante desses achados, ¢ possivel sugerir que a adicdo da sessdo de TA as sessdes de
TF, no protocolo de TC, pode atenuar a demetilagdo dos genes MRFs, bem como suas consequentes
transcri¢des, prejudicando o processo de ativagdo, proliferacdo e diferenciacdo das CSs e,
consequentemente, contribuindo para a atenuag¢do da magnitude da hipertrofia muscular apds um
periodo de TC. Contudo, até o presente momento, apenas o trabalho de ROBINSON et al. (2017)

investigou os efeitos do TC, bem como dos protocolos de TA e TF isolados, na metilagdo do DNA
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no musculo esquelético humano. Ainda que esse estudo ndo tenha demonstrado diferengas
significantes na metilacdo apods os trés protocolos de treinamento, ¢ importante salientar que o
tecido muscular foi coletado apenas antes do periodo de treinamento e 72 horas apds a tltima sessao
de exercicios, tempo o qual pode ser tardio para analisar as mudangas mais transientes na metilacao
do DNA importantes para a adaptag@o ao treinamento fisico (LAKER et al., 2017; ROBINSON et
al., 2017). Porém, nenhum estudo demonstrou qual a dinamica do curso temporal da metilagdo do
DNA, juntamente com a expressdo génica, apds uma sessdo de diferentes protocolos de
treinamento fisico, incluindo o TC. Além disso, o protocolo de TC prescrito por ROBINSON et al.
(2017) foi composto por componentes de TF e TA diferentes dos protocolos realizados
isoladamente, ndo permitindo a comparagdo direta dos resultados entre os grupos. Diante disso, o
presente estudo teve por objetivo determinar e comparar as mudangas induzidas por uma sessao
aguda de TF, TA e TC nos niveis de metilacdo do DNA regido-especifica e expressdo génica de
genes fatores regulatérios miogénicos (MYODI1, MYF5 e MYF6) bem como o curso temporal
dessas mudangas. A hipdtese do presente trabalho ¢ que a adicdo da sessdo de TA ao TF atenuara
a demetilagdo dos genes miogénicos que modulam a ativagdo, proliferagdo e diferenciagao das CSs,
em comparacdo com o TF isolado, interferindo consequentemente no padrao da expressdo desses
genes, o que pode ser um dos mecanismos que participam da inducdo do efeito de interferéncia

apo6s um periodo de TC.
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2. OBJETIVOS

2.1. Obejtivo Geral

Determinar e comparar as mudangas induzidas por uma sessao de TF, TA e TC nos niveis
de metilagdo do DNA e expressdo gé€nica de genes fatores regulatorios miogénicos, bem como o

curso temporal de ocorréncia dessas mudangas.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar e comparar os niveis de metilagdo médio de regides especificas dos genes
fatores regulatorios miogénicos MYODI1, MYF5 e MYF6 ap6s uma sessdo de
treinamento de forca, de treinamento aerdbio e de treinamento concorrente.

e Determinar e comparar os niveis de expressdo dos genes fatores regulatérios
miogénicos MYODI1, MYF5, MYF6 apds uma sessao de treinamento de forga, de

treinamento aerdbio e de treinamento concorrente.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Com a finalidade de melhor entender a problematica do efeito de interferéncia do
treinamento concorrente, seus possiveis mecanismos, como também o possivel papel da metilagdo
do DNA na inducdo desse fendmeno, a presente revisdo de literatura tem por objetivo,
primeiramente, apresentar as adaptacdes aos treinamentos de forga e aerdbio, bem como os efeitos
adaptativos da combinacdo desses dois métodos no protocolo de treinamento concorrente.
Posteriormente, serd discutido o efeito de interferéncia e as principais teorias que tentam explicar
esse fendmeno até o presente momento. Por fim, serd apresentada a tematica da epigenética, seus
principais topicos de estudo, destacando a metilacio do DNA, mecanismo central proposto no
presente trabalho como possivel novo nivel de abordagem para explicar o efeito de interferéncia

do treinamento concorrente.

3.1. Treinamento Concorrente - Adaptacoes

O treinamento fisico € um estimulo capaz de induzir alteragdes sistémicas importantes
para a saude em geral (ACSM, 2011), relacionadas com menores riscos de doengas, com a
diminui¢do da morbimortalidade, além da melhora do desempenho de atletas (BLAIR et al., 1996;
ACSM, 1998; BELARDINELLI et al., 1999; ACSM, 2002; MYERS et al., 2002; ACSM, 2003;
IESTRA et al., 2005; ACSM, 2009; GARBER et al., 2011; MOORE et al., 2012). Neste sentido,
as principais recomendacdes internacionais para prescrigdo do treinamento para diferentes
populacdes sugerem a realiza¢do do treinamento concorrente (TC) devido a sua capacidade de
produzir adaptagdes neuromusculares (e.g. maiores niveis de for¢a e massa muscular) e
cardiorrespiratorio (e.g. aumento da poténcia aerdbia) conjuntamente (ACSM, 2011). O TC ¢
caracterizado pela realizagdo, em um mesmo periodo de tempo, de dois protocolos de treinamento
amplamente investigados e conhecidos por produzirem diferentes efeitos: o treinamento de forca
(TF) e o treinamento aerdbio (TA) (PUTMAN et al., 2004; DONGES et al., 2012).

O Treinamento de Forga (TF) ¢ capaz de induzir um conjunto de adaptagdes neurais
(e.g. aumento do pool, da frequéncia de disparo e da sincronizagdo de unidades motoras;
diminui¢do do déficit de ativagdo central) e morfoldgicas (e.g. aumento da area de seccdo

transversa (AST) muscular, do angulo de penacdo das fibras musculares e do comprimento do
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fasciculo, rigidez musculo-tendinea) que aumentam a capacidade de trabalho (i.e. capacidade de
produzir for¢a) do musculo esquelético (KAWAKAMI et al., 1993; PHILLIPS et al., 1997,
CAMPOS et al., 2002; ZAMPARO et al., 2002; BOJSEN-MOLLER et al., 2005; BODINE, 2006;
GABRIEL et al., 2006; FOLLAND & WILLIAMS, 2007; VERDIJK et al., 2009; MITCHELL et
al., 2012; MITCHELL et al., 2013; DAMAS et al., 2016; ROBERTS, 2016; SUCHOMEL et al.,
2018). De fato, diferentes protocolos de TF, principalmente quando realizados em alta intensidade,
até a falha concéntrica nos exercicios (CAMPOS et al., 2002; MITCHELL et al., 2012,
SCHOENFELD, PETERSON, et al., 2015), t€ém se mostrado eficazes no aumento da AST ¢ da
forga muscular, mesmo com modulagdes em variaveis como o volume (CAMPOS et al., 2002;
MITCHELL et al., 2012; SCHOENFELD et al., 2017) e a frequéncia (SCHOENFELD,
RATAMESS, et al., 2015; DANKEL et al., 2017) de treinamento. Entretanto, apesar desses efeitos
bem consolidados, o TF tem pouco ou nenhum efeito sobre a poténcia aerébia (CAMPOS et al.,
2002; SOUZA et al., 2014). Por outro lado, o TA é um método efetivo para induzir adaptacdes no
sistema cardiorrespiratorio (SUOMINEN et al., 1977; DANIELS et al., 1978; MAEDA et al.,
2001; BARNETT et al., 2004) a partir de um somatério de mudancgas centrais e periféricas
(DOCHERTY & SPORER, 2000) que culminam no aumento da poténcia e da capacidade aerdbia.
Muitos estudos mostram que o TA induz a aumentos de variaveis como 0 VOamax, €conomia de
exercicio, limiar de lactato e cinética de consumo de oxigénio (JONES & CARTER, 2000;
BURGOMASTER et al., 2008; GIBALA et al., 2012), principalmente quando realizado em alta
intensidade, de maneira intervalada (HELGERUD et al., 2007, BURGOMASTER et al., 2008;
GIBALA & HAWLEY, 2017). Porém, contrariamente ao TF, o TA produz pouco ou nenhum efeito
na forca e hipertrofia muscular (KRAEMER et al., 1995; WILSON et al., 2012; SOUZA et al.,
2014; FYFE et al., 2018; GRGIC et al., 2019).

Apesar dos efeitos produzidos pelo TF e o TA serem considerados opostos (FYFE et al.,
2014; COFFEY & HAWLEY, 2016), a literatura cientifica tem constantemente demonstrado que
o TC ¢ uma estratégia efetiva para produzir ambas as adaptagdes provenientes dos protocolos
isolados (LEVERITT et al., 1999; BELL et al., 2000; BALABINIS et al., 2003; HAKKINEN et
al.,2003; GLOWACKI et al., 2004; CADORE, IZQUIERDO, PINTO, et al., 2012; SOUZA et al.,
2012; WILSON et al., 2012; LIBARDI et al., 2015; FYFE, BARTLETT, et al., 2016). O estudo
de BELL et al. (2000), por exemplo, demonstrou aumentos significantes no VOamax absoluto

(homens: 6,3%; mulheres: 7,3%), na forca muscular no teste de uma repeticdo maxima (1-RM)
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para os exercicios Leg press (homens: 37%; mulheres: 83,8%) e extensdo de joelho (homens:
21,5%; mulheres: 41%), bem como na AST das fibras do tipo I e Il em jovens submetidos a um
protocolo de TC, seis vezes por semana, durante 12 semanas. No mesmo sentido, mas com um
periodo de intervencdo maior, HAKKINEN et al. (2003) demonstraram que 21 semanas de TC
aumentaram significantemente tanto 0 VOamax (18,5%), como também a carga do teste de 1-RM
(22%), a forca isométrica maxima (21%) e a AST do quadriceps femoral de todos os tipos fibras
analisados (I: 13,4%, Ila: 22,9% e IIx: 31,4%). Além desses trabalhos com intervengdes mais
longas, SOUZA et al. (2012) demonstraram que a realizag¢do de apenas 8 semanas de um protocolo
de TC foi também capaz de produzir tanto aumentos do VOamax (5%), quando comparado com o
controle, como também da forca muscular no teste de 1-RM no exercicio Leg press (6,2%) e da
AST do quadriceps (7,8%), do momento pré para o momento apds oito semanas. Porém, ainda que
esses e outros estudos (WOOD et al., 2001; MCCARTHY et al., 2002; BALABINIS et al., 2003;
GLOWACKI et al., 2004; CADORE et al., 2010; LIBARDI et al., 2011; FYFE, BARTLETT, et
al., 2016) demonstrem a efetividade do TC na produgdo de ambas as adaptagdes especificas ao TF
e ao TA, existem evidéncias de que a magnitude dos ganhos neuromusculares induzidos pelo TC
¢ diferente daquela produzida pelo TF realizado de forma isolada (i.e. sem adigdo do TA)
(HICKSON, 1980; DOCHERTY & SPORER, 2000; WILSON et al., 2012; FYFE et al., 2014,
TERZIS et al., 2016).

3.2. Efeito de interferéncia do Treinamento Concorrente

O primeiro trabalho a investigar as diferengas nas adaptacdes entre o TC e o TF
realizado isoladamente foi o de HICKSON (1980). Nesse classico, os participantes foram divididos
em trés grupos (Treinamento aerdbio (TA), Treinamento de for¢a (TF) e Treinamento concorrente
(TC)), de forma que o TF foi realizado cinco vezes por semana, o TA seis vezes por semana € o
TC realizou ambos os protocolos. Ao final das 10 semanas de intervenc¢ao, os autores observaram
que, apesar do TC induzir aumentos tanto no VOzmax (23% na bicicleta e 17% na esteira), como
também na for¢a muscular no teste de 1-RM no agachamento (25%), o aumento da for¢a muscular
foi significantemente maior para o grupo que realizou o TF isoladamente (44%), sendo essa a
primeira evidéncia do efeito de interferéncia decorrente do TC. A partir dos achados de HICKSON

(1980), um grande numero de estudos investigou o efeito de interferéncia, a partir de diferentes
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desenhos experimentais (BELL et al., 2000; MCCARTHY et al., 2002; BALABINIS et al., 2003;
HAKKINEN et al., 2003; GLOWACKI ef al., 2004; CADORE et al., 2010; BABCOCK et al.,
2012; CADORE, IZQUIERDO, PINTO, et al., 2012; SOUZA et al., 2012; SOUZA et al., 2014;
FYFE, BARTLETT, et al., 2016; FYFE et al., 2018).

Dentre os diferentes estudos posteriores, muitos obtiveram achados que convergem com o0s
resultados de HICKSON (1980) (DUDLEY & DJAMIL, 1985; KRAEMER et al., 1995; BELL et
al., 2000; PUTMAN et al., 2004; CHTARA et al., 2008; KARAVIRTA et al., 2011; WILSON et
al., 2012; SOUZA et al., 2014; FYFE et al., 2018). No estudo de BELL et al. (2000), citado
anteriormente, o aumento da for¢a muscular no teste de 1-RM para o exercicio extensdo do joelho
foi significantemente menor para o grupo TC quando comparado ao grupo que realizou o TF
isoladamente (homens: 21,5% para o TC vs 32% para o TF; mulheres: 41% para o TC vs 58% para
o TF). Além disso, SOUZA et al. (2014) demonstraram prejuizos também na adaptagdo das fibras
musculares. Nesse trabalho, oito semanas de TF produziram aumentos significantes nas areas das
fibras tipo I (17.9%) e tipo Ila (17.08%), enquanto o mesmo periodo de TC ndo foi capaz de
aumentar significantemente a area de nenhum dos tipos de fibra analisados. Entretanto, ainda que
exista um consideravel nimero de evidéncias que mostrem ganhos neuromusculares atenuados
apos o TC em comparacao ao TF, outros autores falharam em demonstrar o efeito de interferéncia
(SALE et al., 1990; BELL et al., 1991; MCCARTHY et al., 1995; LUNDBERG et al., 2012;
SOUZA et al., 2012; LUNDBERG et al., 2014; KAZIOR et al., 2016). No trabalho de SOUZA et
al. (2012), citado anteriormente, o TC e o TF produziram aumentos similares na carga de 1-RM no
exercicio leg press (TC: 17,6%; TF: 18,5%), como também na AST do quadriceps das pernas direta
e esquerda dos participantes (TC: 7,8% e 7,5%; TF: 6.2% e 5,5%, respectivamente). No mesmo
sentido, recentemente KAZIOR et al. (2016) demonstraram que um curto periodo de TC (sete
semanas), além de produzir aumento significante e similar na forca muscular no teste de 1-RM
comparado ao TF (29,5% vs 30%), aumentou de maneira significante a area das fibras tipo I (25%),
ITA (26%) e IIX (15%), enquanto o TF produziu aumentos significantes apenas na area das fibras
ITA (7%) e IIX (10%). Conjuntamente, esses resultados evidenciam que ndo ha um consenso na
literatura com relagdo ao efeito de interferéncia. Devido a isso, uma série de estudos passou a
discutir quais variaveis poderiam estar relacionadas a ocorréncia do fendmeno da interferéncia do
TC (LEVERITT et al., 1999; DOCHERTY & SPORER, 2000; HAWLEY, 2009; FYFE et al.,
2014; FYFE & LOENNEKE, 2018).
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As discrepancias nos resultados obtidos entre os estudos que investigaram o TC
comparando seus efeitos aos do TF podem ser consequéncia de uma série de questdes
metodoldgicas intra e inter estudos. Uma vez que as adaptagdes aos diferentes protocolos de TA e
TF estdo intimamente atreladas as varidveis ligadas direta ou indiretamente ao treinamento fisico,
¢ plausivel sugerir que a ocorréncia do efeito de interferéncia esteja também atrelada a essas
variaveis (FYFE et al., 2014; COFFEY & HAWLEY, 2016; FYFE & LOENNEKE, 2018). Neste
sentido, FYFE & LOENNEKE (2018) destacou a importancia de considerar também as variaveis
relacionadas indiretamente aos protocolos de treinamento, como o estado de treinamento dos
individuos (FERNANDEZ-GONZALO et al., 2013) e o curso temporal da ocorréncia das
adaptacdes de forca e hipertrofia (HICKSON, 1980; HAKKINEN et al., 2003) ao analisar o
fenomeno do efeito de interferéncia nos diferentes estudos. Ja em relagdo as variaveis do
treinamento, variagdes dos protocolos de TA (i.e. volume (RONNESTAD et al., 2011; JONES et
al., 2013), intensidade (SILVA et al., 2012; FYFE et al., 2018; WAY et al., 2019), modalidade
(SOUZA et al., 2012; KAZIOR et al., 2016)), e de TF (HICKSON, 1980; HUNTER et al., 1987,
KRAEMER et al., 1995; BELL et al., 2000; RONNESTAD et al., 2011) além de mudancas na
ordem (CHTARA et al., 2008; CADORE, IZQUIERDO, ALBERTON, et al., 2012; CADORE,
IZQUIERDO, PINTO, et al., 2012) e no tempo de pausa entre o TF e o TA (SALE et al., 1990),
como também na duragao das intervenc¢des (BELL et al., 2000; MIKKOLA et al., 2012; KAZIOR
et al., 2016) sdo diferencas muito evidentes entre os estudos que investigaram o efeito de
interferéncia. Em uma meta-analise, WILSON et al. (2012), demonstraram que, de fato, a
modalidade do treinamento aerdbio se mostra um fator importante para a ocorréncia da
interferéncia, sendo que o TA com corrida produziu interferéncia na forca e na hipertrofia, mas ndo
a produziu com a bicicleta. Os autores discutem que a maior semelhanga biomecanica do TA em
bicicleta com a maioria das medidas de forca realizadas nos estudos revisados pela meta-analise,
bem como o maior componente concéntrico relacionado a realizagdo do TA em bicicleta, sdo duas
possiveis razdes para explicar esse achado. Além disso, a partir dos estudos analisados, os autores
encontraram também uma correlagdo inversa da hipertrofia muscular tanto com o volume, quanto
com a frequéncia do componente TA. Assim, essas variacdes nos desenhos experimentais,
juntamente com a escolha das varidveis dependentes e os diferentes métodos utilizados para
analisé-las, limitam a comparacdo entre os resultados de diferentes estudos (DOCHERTY &

SPORER, 2000; FYFE et al., 2014).
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Neste sentido, com o objetivo de propor um modelo para investigar o fendmeno da
interferéncia, DOCHERTY & SPORER (2000) reuniram um conjunto de achados da literatura
cientifica até aquele momento e propuseram a existéncia de um modelo de “Zona de Interferéncia”.
Esse modelo esta baseado na manipulacio, basicamente, do volume e da intensidade do TA e do
TF. Segundo os autores, a interferéncia seria maximizada a partir da realizacdo de protocolos de
TF de alta intensidade, em uma zona de 8-12 repeticdes maximas (RM), juntamente com o TA,
também em alta intensidade (95-100% VO2mix) €, consequentemente, baixo volume. Esse modelo
se baseia na teoria de que, a partir dos estudos revisados pelos autores, ambos esses protocolos de
TF e TA induzem estimulos em nivel mais periférico no musculo esquelético a partir de
mecanismos diferentes e divergentes. Nessa situacdo, o musculo teria demandas adaptativas
fisioldgicas opostas e, por consequéncia, reduziria a adaptacdo de um dos sistemas. De fato, uma
parte dos estudos que demonstrou algum tipo de efeito de interferéncia nas adaptagdes
neuromusculares ao TC utilizaram exatamente sessoes de TF de alta intensidade juntamente com
sessoes de TA também de alta intensidade (e.g. High Intensity Interval Training (HIIT)) para
compor o protocolo de TC (DUDLEY & DJAMIL, 1985; SOUZA et al., 2014; FYFE, BISHOP,
et al., 2016; TSITKANOU et al., 2017; FYFE et al., 2018). Por outro lado, outros estudos
mostraram a ocorréncia do fendmeno de interferéncia também apos um protocolo de TC composto
por sessdes de TA continuo, em baixa intensidade (HAKKINEN et al., 2003; KARAVIRTA et al.,
2011). Alguns trabalhos que também demonstraram algum tipo de interferéncia utilizaram ainda
ambos os protocolos de TA (i.e. alta intensidade intervalado e moderada intensidade continuo) para
compor o modelo de TC (KRAEMER et al., 1995; BELL et al., 2000; PUTMAN et al., 2004).
Com o objetivo de elucidar exatamente o potencial papel da intensidade do TA na produgdo do
efeito de interferéncia, os estudos de FYFE, BARTLETT, et al. (2016) ¢ FYFE et al. (2018),
demonstraram que tanto o TC incorporando o TA de alta intensidade, como também o TC
incorporando o TA de moderada intensidade (com trabalho equalizado entre ambos os protocolos),
induzem uma atenuacao similar nos ganhos de for¢a muscular (medida pelo teste de 1-RM) e de
poténcia dos membros inferiores (i.e. salto com contramovimento), comparados com o TF. Porém,
os resultados também mostram que a adi¢do do TA de alta intensidade pode comprometer mais os
ganhos de massa magra do que a adi¢do de TA de moderada intensidade. Assim, considerando
essas variaveis, uma série de estudos utilizou de diferentes desenhos experimentais a fim de

descrever 0s mecanismos associados a mitigagdo das adaptagdes neuromusculares ao TC
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(LEVERITT et al., 1999; DOCHERTY & SPORER, 2000; SPORER & WENGER, 2003; DE
SOUZA et al, 2007; CADORE, IZQUIERDO, DOS SANTOS, et al, 2012; CADORE,
IZQUIERDO, PINTO, et al., 2012). As possiveis explicagdes para o efeito de interferéncia sdo
classicamente divididas em trés hipoOteses: A hipdtese do overtraining, a hipdtese aguda, e a
hipotese cronica (LEVERITT et al., 1999).

A hipdtese do overtraining (i.e. exposi¢do e acumulagdo excessivas as sobrecargas de
treinamento, com tempos de recuperacdo inadequados, que resultam em pioras cronicas da
capacidade de desempenho dos individuos. (LEVERITT et al, 1999; ARMSTRONG &
VANHEEST, 2002; HALSON & JEUKENDRUP, 2004; KREHER & SCHWARTZ, 2012;
MEEUSEN et al., 2013)) propde que o possivel fator causador do efeito de interferéncia seria o
excesso de volume de treinamento imposto pelos protocolos de TC. Porém, DOCHERTY &
SPORER (2000) discutem que essa hipotese (i.e. overtraining) pode indicar uma simplificacao
excessiva de um fendmeno complexo, além de ser pouco sustentada por dados empiricos.
Diferentemente do conceito de overtraining, os estudos que mostraram algum tipo de interferéncia
ndo mostraram pioras cronicas de desempenho nas varidveis neuromusculares. Na realidade, esses
estudos mostraram que ambos os protocolos de TF e TC induzem as adaptagdes neuromusculares
mencionadas, porém com uma diferenca na magnitude dessas adaptagdes (sendo maior quando o
TF ¢ realizado isoladamente, em compara¢do ao TC). Os dois classicos estudos de HICKSON
(1980) e de DUDLEY & DJAMIL (1985), por exemplo, observaram uma menor magnitude no
aumento da for¢ca muscular para o grupo TC, em comparacio ao TF. Porém, em ambos os estudos
ndo houve piora de rendimento dos grupos TC, mesmo que DUDLEY & DJAMIL (1985) tenham
utilizado um volume de treinamento consideravelmente menor em relagdo ao estudo pioneiro.
Ainda que utilizando de avaliagdes da for¢a muscular diferentes (HICKSON (1980) mediram a
forca pelo teste de 1-RM, enquanto DUDLEY & DJAMIL (1985) mensuraram o pico de torque
de extensdo de joelho em sete diferentes velocidades angulares), esses resultados, juntamente com
as outras evidéncias do efeito de interferéncia presentes na literatura, indicam que a hipdtese do
overtraining pode ndo ser a melhor explicag¢do para o fendmeno da interferéncia.

A hipotese aguda, por sua vez, sugere que a capacidade de desenvolver for¢a durante
o componente TF nos protocolos de TC ¢ prejudicada pela fadiga residual produzida pela realizacao
do TA (LEVERITT et al., 1999; DE SOUZA et al., 2007). Proposta inicialmente por CRAIG et al.

(1991), a hipotese aguda ndo sugere que a adigdo do TA ao TF no TC produza menores ganhos na
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for¢a muscular diretamente, mas sim uma pior qualidade na execugao do componente TF, causado
pela fadiga residual produzida pela(s) sessao(des) anterior(es) de TA, diminuindo o nivel de tensdo
muscular nos exercicios resistidos, fato que pode prejudicar as adaptagdes provenientes do TF.
Testando a presente hipdtese, SPORER & WENGER (2003) demonstraram prejuizos agudos na
resisténcia de forga (i.e. médximo de repeti¢cdes realizadas em um exercicio em uma determinada
carga) em até 8 horas apos uma sessdo de TA em bicicleta, independentemente do tipo de exercicio
aerobio realizado (i.e. continuo - 36 minutos a 70% da poténcia méxima no VOzmax ou intervalado
- 6 séries de 3 minutos a 85-100% da poténcia maxima no VOamax, separadas por 3 minutos de
recuperagdo a 40% da mesma poténcia). Por outro lado, LEVERITT et al. (2000) demonstraram
que uma sessdo de TA realizada em bicicleta (50 minutos, 70-110% da poténcia critica) nao
promoveu prejuizos agudos no pico de torque em nenhuma das velocidades mensuradas no teste
isocinético. Esses resultados controversos parecem estar também relacionados com os protocolos
de TA e testes de TF empregados nos diferentes estudos. DE SOUZA et al. (2007), por exemplo,
demonstraram que, enquanto um protocolo TA intervalado e de alta intensidade produziu
interferéncia na resisténcia de for¢a no exercicio leg press, bem como apresentou uma tendéncia a
diminuir a forga méxima no teste de 1-RM no mesmo exercicio, um protocolo de TA continuo nao
produziu efeito agudo de interferéncia nas varidveis analisadas. Outros estudos demonstram
também que a maior proximidade entre as sessdes de TA e TF parece aumentar a tendéncia da
ocorréncia de prejuizos no desempenho da for¢ca muscular (BENTLEY et al., 2000; LEVERITT et
al., 2000). Além dos estudos agudos, alguns trabalhos testaram a hipotese aguda em desenhos
experimentais longitudinais (CHTARA et al., 2008; CADORE, IZQUIERDO, DOS SANTOS, et
al., 2012; CADORE, IZQUIERDO, PINTO, et al., 2012; MURLASITS et al., 2017). O estudo de
CHTARA et al. (2008), por exemplo, demonstrou que 12 semanas de TC produziram menores
ganhos de forca e poténcia muscular em jovens, independentemente da ordem da realizagao do TA
e do TF, quando comparados ao TF isolado. Nesse estudo, o TC foi realizado duas vezes por
semana, e composto por um protocolo de TF realizado em formato de circuito (dividido em quatro
periodos de trés semanas, sendo os dois primeiros focados em resisténcia de for¢a, e os dois ultimos
no desenvolvimento de for¢a explosiva e poténcia), juntamente com um protocolo de TA, em que
cada sessdo incluiu cinco sprints realizados na maxima velocidade aerdbia (medida pelo teste Vam-
eval track), com intervalos de recuperagdo entre sprints a 60% dessa méaxima velocidade.

Diferentemente dos achados de CHTARA et al. (2008), a recente meta-analise de MURLASITS et
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al. (2017) demonstrou que os ganhos na for¢a maxima sdo significantemente maiores quando o TF
precede o TA do que a ordem contraria, nos protocolos de TC. Assim, fica evidente a importancia
de considerar as diferentes varidveis do treinamento ao analisar também a hipdtese aguda de
concorréncia.

A hipotese cronica sugere que o musculo esquelético é colocado em uma situacido de
conflito quando o TC ¢ realizado e, consequentemente, ndo consegue se adaptar metabolica e/ou
morfologicamente de maneira 6tima a cada um dos componentes do TC, devido as exigéncias
adaptativas opostas (LEVERITT et al., 1999). Esta hipotese explicativa propde alguns possiveis
mecanismos que estariam envolvidos na producdo do efeito de interferéncia. Um dos mecanismos
inseridos na hipdtese cronica sugere que exista uma diferenga no recrutamento de unidades motoras
entre o TF realizado isoladamente e o TC. A realiza¢do do TF isolado ¢ uma atividade conhecida
por recrutar um percentual muito elevado do poo/ de unidades motoras de um determinado musculo
ou grupo muscular, principalmente quando as séries de TF sdo realizadas até a falha concéntrica,
aumentando assim, cronicamente, a sincronia entre as unidades motoras e, consequentemente, a
for¢a muscular. Por outro lado, o TA tende a recrutar preferencialmente unidades motoras lentas.
Assim, a adi¢d@o de sessoes de TA ao TF, poderia produzir uma mudanga no padrao de recrutamento
de unidades motoras em cada sessdo, fazendo com que, cronicamente, as adaptagdes neurais
comumente atribuidas ao TF, principalmente o aumento da forca muscular pelo aumento da
sincronia de recrutamento entre as unidades motoras, fossem prejudicadas (LEVERITT et al.,
1999). Porém, ¢ pouco provavel que esse mecanismo contribua significativamente para o efeito de
interferéncia, uma vez que a literatura indica que as adaptagdes neurais induzidas pelo TF no
musculo esquelético acontecem principalmente no inicio (i.e. uma a cinco semanas) de um periodo
de treinamento (MORITANI & DEVRIES, 1979; ABE et al., 2000; GABRIEL et al., 2006;
FOLLAND & WILLIAMS, 2007), ao passo que a interferéncia na for¢a muscular ¢ observada
principalmente ap6s periodos mais longos (i.e. >10 semanas) de TC (HICKSON, 1980;
HAKKINEN et al, 2003; RONNESTAD et al.,, 2011). Além da mudanga no padrio de
recrutamento de unidades motoras, a hipotese cronica sugere também que a alteragdo da produgao
hormonal induzida pelo componente TA poderia ser um mecanismo relacionado ao efeito de
interferéncia (LEVERITT et al., 1999). Basicamente, a adicdo do TA criaria um ambiente muscular
mais catabolico, a partir da produgdo de hormdnios catabdlicos (e.g. cortisol), prejudicando o efeito

dos hormonios anabodlicos (e.g. testosterona) produzidos pelo TF. Porém, além dos resultados
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pouco conclusivos de alguns estudos que testaram os efeitos de protocolos de TC na resposta
hormonal de diferentes individuos (KRAEMER et al, 1995; BELL et al., 2000; CADORE,
IZQUIERDO, DOS SANTOS, et al., 2012), ja é bem estabelecido na literatura cientifica que a
resposta hormonal ao TF ndo ¢ um fator determinante para a ocorréncia da hipertrofia muscular
(WEST et al., 2009; WEST et al., 2010; WEST et al., 2012; MORTON et al., 2016), o que torna
também pouco provavel que esse seja o principal fator envolvido na producdo do efeito de
interferéncia.

Por fim, a hipdtese cronica também sugere que a adicdo do TA ao TF produziria prejuizos
diretamente no aumento da AST das fibras musculares, e assim, consequentemente, no aumento da
for¢a muscular induzida pelo TF. De fato, muitos estudos que investigaram o efeito de interferéncia
na hipertrofia muscular mostram interferéncia na magnitude da hipertrofia das fibras musculares,
conjuntamente com menores ganhos na forca muscular (KRAEMER et al., 1995; BELL et al.,
2000; PUTMAN et al., 2004; KARAVIRTA et al., 2011; SOUZA et al., 2014; FYFE et al., 2018).
Além dos resultados de SOUZA et al. (2014), ja citados anteriormente, MCCARTHY et al. (2002)
demonstraram que um protocolo de TF realizado isoladamente produziu aumentos significantes da
area das fibras musculares tipo I (19%) e 11 (24%), enquanto o protocolo de TC, apesar de aumentar
de maneira similar a area das fibras tipo II (28%), ndo produziu aumentos significantes na area das
fibras tipo I (13%). Nesse estudo, o TC foi realizado trés vezes por semana, durante 10 semanas,
sendo que o componente TA foi realizado por 50 minutos continuos, em bicicleta, a 70% da
frequéncia cardiaca de reserva e o TF em uma zona de 6-RM. Ambos os protocolos foram
realizados na mesma sessdo, com ordem alterada a cada sessao de treinamento, € com pausa de 10-
20 minutos entre cada protocolo. No mesmo sentido, recentemente FYFE et al. (2018) também
demonstraram que dois protocolos diferentes de TC, realizados trés vezes por semana, durante oito
semanas, prejudicaram a hipertrofia das fibras do tipo I, quando comparado ao TF isolado. Nesse
estudo, a AST das fibras do tipo I diminuiu (p>0,05) tanto para o grupo em que o TC foi composto
por um protocolo de TA em alta intensidade (TA-AI) (-22,8%), como também para o grupo em
que o TA foi realizado em moderada intensidade (TA-MI) (-5,1%), enquanto o TF isolado produziu
aumento significante na area dessa fibras (21,9%). Interessantemente, as mudangas na AST das
fibras do tipo I induzidas pelo TF foram significantemente maiores quando comparadas ao grupo
TA-AI, mas ndo em comparacdo ao grupo TA-MI. Além disso, como citado anteriormente, esses

resultados foram acompanhados de uma menor magnitude nos ganhos de for¢a no teste de 1-RM,
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demonstrados em um estudo anterior (FYFE, BARTLETT, ef al., 2016) que avaliou os mesmos
participantes. Ambos os protocolos de TA que compunham o TC foram realizados em bicicleta, 10
minutos antes do componente TF, sendo que o TA-AI era composto por um protocolo intervalado,
com estimulos de dois minutos a 120-150% do limiar de lactato dos participantes (LL), enquanto
o TA-MI tinha dura¢do de 15-33 minutos, e intensidade de 80-100% do LL. Conjuntamente, esses
estudos indicam que a hipotese cronica se torna plausivel, fornecendo mecanismos possivelmente
importantes para o entendimento do efeito de interferéncia do TC.

Em resumo, as evidéncias apresentadas mostram que o TC ¢ um protocolo que pode
provocar em uma resposta adaptativa diferente do TF realizado isoladamente. Ainda que uma série
de hipoteses cronicas e agudas sejam propostas para explicar o fendmeno da interferéncia, ainda
existem evidéncias limitadas para ambas as hipdteses, sendo necesséaria a realizagdo de mais
pesquisas para identificar outros mecanismos adicionais envolvidos nesse fendmeno. Sendo assim,
muitos estudos passaram a investigar quais mecanismos moleculares poderiam ser responsaveis

pela inibicdo observada no desenvolvimento das adaptagdes neuromusculares apos o TC.

3.2.1. Interferéncia molecular

O musculo esquelético ¢ um tecido de alta plasticidade, adaptavel quando submetido a
diferentes estimulos, como o treinamento fisico (COFFEY & HAWLEY, 2007; HAWLEY et al.,
2014). Para que essas adaptagdes ocorram, uma série de alteragdes em nivel molecular nesse tecido
¢ necessaria. Neste sentido, muitos estudos sugerem que as adaptagdes musculares decorrentes de
um periodo de treinamento sdo o resultado do somatdrio de uma série modulagdes na expressao
génica e proteica apds cada sessdo de treinamento (PERRY & RUDNICK, 2000; PILEGAARD et
al., 2003; COFFEY & HAWLEY, 2007; COFFEY, JEMIOLO, et al, 2009; COFFEY,
PILEGAARD, et al., 2009; HAWLEY, 2009; KUMAR et al., 2009; LIRA et al., 2010; KUMAR
et al.,2012; STEPTO et al., 2012). Assim, uma vez que o efeito de interferéncia estd relacionado
com o processo adaptativo do musculo esquelético, ¢ plausivel sugerir que esses processos
moleculares estdo envolvidos nesse fendmeno.

Em geral, a ldgica dos processos adaptativos moleculares ao treinamento fisico ¢ a
mesma, independentemente do tipo de treinamento. Ou seja, os diferentes estimulos decorrentes

de uma sessdo de treinamento (e.g. contracdo muscular, estresse metabolico, gasto energético)
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ativam cascatas de proteinas nas fibras musculares que, por sua vez, estimulam o nuicleo da célula
muscular a aumentar a transcri¢do de genes que poderdo ser traduzidos em novas proteinas,
responsaveis por alterar a funcionalidade das células de maneira especifica a demanda a qual elas
foram submetidas (BAAR & ESSER, 1999; BAAR et al., 2002; GOTO et al., 2005; COFFEY &
HAWLEY, 2007; SPIERING et al., 2008; EGAN et al, 2010; APRO et al, 2013;
GUNDERMANN et al., 2014; APRO et al., 2015). A principal diferenga esta no fato de que
diferentes protocolos de treinamento estimulam as células musculares de maneira também distintas
(COFFEY & HAWLEY, 2007; COFFEY & HAWLEY, 2016). Assim, o TF induz a hipertrofia
das fibras musculares principalmente através de uma série de cascatas de fosforilagcdes proteicas
(i.e. ativagdes ou inibi¢des de proteinas pela adi¢cao de fosfatos), reguladas principalmente pela via
sinalizada pela serina/treonina quinase-Akt (também conhecida como proteina quinase B - PKB) e
pelo alvo da rapamicina em mamiferos complexo 1 (mTORCI1), que culmina no aumento da
transcricdo de genes pelos mionucleos (i.e. nucleos das fibras musculares) e da sintese proteica
miofibrilar pelos ribossomos (PERRY & RUDNICK, 2000; PHILLIPS, 2000; NADER & ESSER,
2001; NADER, 2006; COFFEY & HAWLEY, 2007; PHILLIPS, 2009; PHILLIPS et al., 2012).
De fato, alguns experimentos ja demonstraram que uma Unica sessdo de TF aumenta a atividade da
Akt e da mTOR (NADER & ESSER, 2001), e que, apos a realizagdo de oito semanas TF, a
fosforilacdo dessas duas proteinas aumenta significativamente, acompanhadas pelo aumento na
AST do quadriceps (LEGER et al., 2006). Por outro lado, o aumento da capacidade respiratoria
induzida pelo TA, no musculo esquelético, ¢ o resultado da atividade e da interagdo de outras
proteinas que estimulam o processo de angiogénese (i.e. desenvolvimento de novos vasos
sanguineos) e de biogénese mitocondrial, e por fim a sintese proteica mitocondrial pelos
mionucleos (SCARPULLA, 2002; PILEGAARD et al., 2003; KELLY & SCARPULLA, 2004;
COFFEY & HAWLEY, 2007; ARANY, 2008; BENTON et al., 2008; EGAN et al., 2010; PERRY
et al., 2010; RUAS et al., 2012). Basicamente, 0 TA aumenta em maior magnitude o gasto
energético celular, induzindo a uma maior quebra das moléculas de ATP até a forma de AMP,
aumentando significativamente a razdo AMP:ATP celular, o que estimula a fosforilagdo da
Proteina Quinase Ativada por Adenosina Mono Fosfato, conhecida como AMPK (COFFEY &
HAWLEY, 2007; HAWLEY et al., 2014). A AMPK ¢ uma proteina que funciona como um sensor
energético celular, sendo diretamente ativada por AMP através da fosforilagdo no sitio de ligacao

em treonina 172 (ASCHENBACH et al., 2004; HARDIE & SAKAMOTO, 2006). Uma vez
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ativada, a AMPK fosforila uma série de outras proteinas, como o co-ativador do receptor ativado
por proliferador de peroxissomo gamma (PPAR-y) 1 a, conhecido como PGC-1a (SCARPULLA,
2002; KELLY & SCARPULLA, 2004; RUAS et al., 2012) aumentando a expressdao de genes € a
sintese de proteinas envolvidos na biogénese mitocondrial, mudangas no tipo de fibra, oxidagdo de
acidos graxos, angiogénese e resisténcia do musculo esquelético a atrofia (COFFEY & HAWLEY,
2007; ARANY, 2008; BENTON et al., 2008; HAWLEY et al., 2014). Assim, uma vez que as
adaptagdes ao TF e ao TA tém sido atribuidas principalmente a atividade das vias controladas pela
Akt/mTORCI1 e AMPK/PGC1-a, respectivamente, uma série de estudos passaram a propor que a
interferéncia local no musculo esquelético se daria por uma interacdo molecular negativa ao
crescimento muscular envolvendo essas vias.

O primeiro trabalho a demonstrar uma possivel intera¢do negativa entre essas vias foi o de
BOLSTER et al. (2002). Nesse trabalho, os autores demonstraram que animais que tiveram a
atividade da isoforma o2 da proteina AMPK estimulada (51%) pela injecdo de AICAR (substancia
andloga & AMP que ¢ capaz de estimular a atividade da AMPK) apresentaram também uma
diminui¢do de 45% da taxa de sintese proteica, em relagdo ao controle, bem como redugdo das
formas fosforiladas das proteinas PKB*™73, mTOR*™?*8 ¢ de outras proteinas envolvidas na
traducdo proteica. No mesmo sentido, o classico trabalho de ATHERTON et al. (2005) utilizou um
modelo de eletroestimulagcdo em musculos de animais mimetizou um protocolo de TA a partir de
estimulos elétricos de baixa frequéncia (10 Hz) e longa dura¢ado (3 horas), e um protocolo de TF a
partir de estimulos intermitentes de alta frequéncia (100 Hz). Esse estudo demonstrou que, de fato,
a estimulacdo que simulou o TF ativou a via da PKB(Akt)-mTOR, bem como a taxa de sintese
proteica miofibrilar, como esperado. Porém, a estimula¢do que simulou o TA, além da ativagdo
esperada da via AMPK-PGC1-a, provocou também uma diminui¢do da fosforilagdo da tuberina,
conhecida como TSC2, proteina que inibe a atividade da mTOR. Diferentemente da maioria das
proteinas, sabe-se que, quando fosforilada, a TSC2 ¢ inativada. Assim, a diminui¢do da sua forma
fosforilada no estudo sugere que o estimulo que simulou o TA aumentou a atividade inibitoria
dessa proteina na mTOR, ndo permitindo, consequentemente, o aumento da taxa de sintese proteica
miofibrilar. A partir desses achados, muitos outros trabalhos (COFFEY et al., 2006; MCGEE et
al., 2008; THOMSON et al., 2008; COFFEY, JEMIOLO, et al., 2009; COFFEY, PILEGAARD,
et al., 2009; LANTIER et al., 2010; DONGES et al., 2012; SOUZA et al., 2012; APRO et al.,
2013; VISSING et al., 2013; EGAWA et al., 2014; APRO et al., 2015) investigaram a quantidade
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e a atividade dessas proteinas em resposta ao TC, tendo como hipotese que a ocorréncia do efeito
de interferéncia estaria atrelada a interagdo molecular entre AMPK-TSC2-mTOR, provocada pela
adi¢cdo do componente TA ao TF.

Ainda que os achados de outros estudos (THOMSON et al., 2008; LANTIER et al., 2010;
EGAWA et al., 2014), também utilizando modelos celulares ou animais, corroborem com a
hipotese da interferéncia mediada pela interagio AMPK-TSC2-mTOR, esses achados ndo foram
reproduzidos em modelos com humanos (COFFEY et al., 2006; MCGEE et al., 2008; COFFEY,
JEMIOLO, et al., 2009; COFFEY, PILEGAARD, et al., 2009; DONGES et al., 2012; SOUZA et
al., 2012; APRO et al., 2013; VISSING et al., 2013; APRO et al., 2015). No estudo agudo de
COFFEY, PILEGAARD, et al. (2009), por exemplo, duas sessdes de TC, nas quais a ordem dos
componentes TF e TA foi invertida de uma sessdo para outra, a partir de um desenho experimental
crossover, nao provocaram mudancas significantes na fosforilagdo da AMPK, 15 minutos e 3 horas
apos o exercicio, em relacdo ao repouso. No mesmo sentido e a partir de um desenho experimental
longitudinal com grupos paralelos, SOUZA ef al. (2012) demonstraram que oito semanas de TC
ndo alteraram a quantidade total e fosforilada de AMPK, e ndo reduziu a ativacdo da Akt.; Por
outro lado, alguns trabalhos que investigaram os protocolos de TF e TA isoladamente
demonstraram uma eleva¢do similar na ativagdo da AMPK (COFFEY et al., 2006; DREYER et
al., 2006; WILKINSON et al., 2008; COFFEY, JEMIOLO, ef al., 2009; VISSING et al., 2013),
bem como um aumento similar na atividade da mTORCI1 apds ambas sessdes de treino
(MASCHER et al., 2007; BENZIANE et al., 2008; MASCHER et al., 2011). Conjuntamente, 0s
achados na literatura indicam que a hipotese proposta por ATHERTON et al. (2005) pode ndo ser
adequada para explicacdo do efeito de interferéncia, principalmente devido a alta complexidade
das respostas moleculares induzidas pelo exercicio (FYFE ef al., 2014). Frente a esse cenario,
outros mecanismos moleculares tém sido propostos como possiveis causadores do efeito de
interferéncia (BAAR, 2014; FYFE et al., 2014; COFFEY & HAWLEY, 2016). Dentre esses
mecanismos, a atividade das células satélites (CSs) musculares tem sido um dos principais focos
em estudos que investigaram os efeitos do TF e TA realizados isoladamente (CHARIFI et al., 2003;
CRAMERI et al., 2004; VERNEY et al., 2008; FUIIMAKI et al., 2016; ABREU et al., 2017,
DAMAS, LIBARDI, UGRINOWITSCH, et al., 2018), e no TC (BABCOCK et al., 2012; PUGH
etal.,2018).
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3.2.1.1.  Papel das células satélites nas adaptagdes ao treinamento concorrente

As células satélites (CSs) musculares sdo consideradas as principais células tronco no
musculo esquelético (CECCARELLI et al., 2017). Primeiramente identificadas no século 18 e
posteriormente identificadas e descritas, simultaneamente, por KATZ (1961) e MAURO (1961),
as CSs sdo mononucleadas e devem sua nomenclatura ao seu posicionamento na regido periférica
das fibras musculares, entre a membrana e a lamina basal, estritamente associadas com o sarcolema
(i.e. camada de tecido conjuntivo que envolve a fibra muscular) (MAURO, 1961; MORESI et al.,
2015; ALMEIDA et al., 2016; BAZGIR et al., 2017; CECCARELLI et al., 2017, MURACH et
al., 2018). Essas células sdo classicamente conhecidas por seu papel fundamental no reparo,
regeneragdo, manutengdo e crescimento do musculo esquelético (MAURO, 1961; HAWKE &
GARRY, 2001; FUJIMAKI et al., 2016; MURACH et al., 2018). Diferentemente de outras células
tronco, as CSs permanecem em um estado quiescente e sdo ativadas quando submetidas a estimulos
provenientes do sistema circulatdrio ou de seu proprio microambiente (e.g. fatores de crescimento,
estresse mecanico, dano muscular), entrando em um estado proliferativo. Uma vez em proliferagao,
as CSs podem retornar a seu estado quiescente, em um processo de auto-renovagdo, ou se
diferenciar e se fundir as fibras musculares ja existentes, doando seus respectivos nucleos e,
consequentemente, aumentando a capacidade transcricional dessas fibras (CRAMERI et al., 2004;
MCKAY et al., 2009; FRY, LEE, et al., 2014; GRUBB et al., 2014; CECCARELLI et al., 2017).
Devido a isso, muitos estudos t€m investigado as respostas das CSs a diferentes protocolos de
exercicio, bem como sua relacdo com as adaptacdes induzidas pelo treinamento fisico (CHARIFI
et al., 2003; KADI et al., 2004; OLSEN et al., 2006; VERDIJK et al., 2007; PETRELLA et al.,
2008; VERNEY et al., 2008; VERDIIK et al., 2009; MACKEY et al., 2011; BABCOCK et al.,
2012; BELLAMY et al., 2014; FRY, LEE, et al., 2014; ABREU et al., 2017; LIM et al., 2017;
NEDERVEEN et al., 2017; DAMAS, LIBARDI, UGRINOWITSCH, et al., 2018; NEDERVEEN
etal.,2018).

A adaptacdo de hipertrofia muscular induzida pelo TF ¢ comumente considerada como
resultado de um turnover proteico positivo, em que os aumentos transitorios, mas cumulativos na
taxa de sintese proteica miofibrilar das fibras musculares superam a taxa de degradacdo
(PHILLIPS, 2009; PHILLIPS et al., 2012; DAMAS et al., 2015; DAMAS et al., 2016; DAMAS,
LIBARDI & UGRINOWITSCH, 2018). Assim, dado o potencial papel das CSs no aumento da
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capacidade transcricional da fibra muscular e, consequentemente, na sintese proteica miofibrilar, a
literatura cientifica tem voltado sua atencdo para as respostas dessas células, principalmente ao TF
(PETRELLA et al., 2008; MACKEY et al., 2011; GRUBB et al., 2014; LIM et al., 2017,
NEDERVEEN et al., 2017; DAMAS, LIBARDI, UGRINOWITSCH, et al., 2018; NEDERVEEN
et al., 2018). De fato, muitos estudos demonstraram que a sessdo de TF estimula o aumento da
quantidade de CSs no musculo esquelético (MACKEY et al., 2007, MACKEY et al., 2011;
BELLAMY et al., 2014; NEDERVEEN et al., 2017, DAMAS, LIBARDI, UGRINOWITSCH, et
al., 2018). No estudo de BELLAMY et al. (2014), por exemplo, o nimero de CSs aumentou tanto
72 horas apds uma Unica sessdo de TF em alta intensidade, como também apds um periodo de 16
semanas de treinamento. O aumento agudo observado se deu apenas para a quantidade de CSs
associadas as fibras do tipo II (29.9%), enquanto o aumento apos as 16 semanas de treinamento foi
observado tanto para as fibras do tipo I (13.1%), como também para as fibras do tipo II (15%).
Além disso, o estudo demonstrou mudancas significantes no volume do quadriceps (7,9%), bem
como na AST das fibras musculares (21%) ap6s o periodo de treinamento. Interessantemente, a
mudanga relativa no numero de CSs associadas as fibras do tipo I de 24 para 72 horas apds a sessao
aguda de TF, como também no nimero de CSs associadas as fibras do tipo II ap6s as 16 semanas
de treinamento, se correlacionam significantemente (r>= 0,566, p = 0,012 e r> = 0,493, p = 0,027,
respectivamente) com as mudangas observadas na massa magra do quadriceps, analisada por
ressonancia magnética, indicando que mudangas agudas no pool de CSs estdo relacionadas com a
hipertrofia muscular ap6s um periodo de TF. Dessa maneira, uma vez que esses achados sugerem
que o aumento do nimero da CSs esté relacionado com a hipertrofia muscular induzida pelo TF, ¢
plausivel sugerir que o efeito de interferéncia causado pelo TC pode estar relacionado com
prejuizos no ciclo das CSs induzido pelas sessdes de exercicio durante um periodo de treinamento.

De fato, o estudo de BABCOCK et al. (2012) demonstrou que, enquanto uma sessdo de TF
induziu o aumento do niimero de CSs por fibra muscular (38%) de maneira significante, a adicao
de um protocolo de TA 10 minutos ap6s a sessdo de TF diminuiu (-6%) o numero de CSs por fibra
muscular. Assim como nos estudos que investigaram o TF realizado isoladamente, as mudangas
observadas por BABCOCK ef al. (2012) aconteceram diferentemente entre os tipos de fibra: a
densidade de CSs para as fibras tipo I diminuiu apds a sessdo de TC (-8%), enquanto aumentou
apos a sessdo de TF (46%). J& para as fibras do tipo I, o estudo demonstrou aumento da densidade

de CSs apenas apos a sessdo de TF. Contrariamente aos achados de BABCOCK et al. (2012),
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recentemente o estudo de PUGH et al. (2018) demonstrou aumentos similares (78%) no niimero
de CSs (PAX7") por fibras do tipo I 96 horas apos ambas as sessdes de TF e TC. Porém, é
importante evidenciar que nenhum dos dois estudos apresentou os valores de erro da medida (e.g.
erro tipico, coeficiente de variacdo) na mensurag¢ao da quantidade de CSs, ndo permitindo saber se
as alteragdes observadas sdo, de fato, significantes. Além disso, apesar do desenho experimental
similar, com a mesma ordem entre as sessoes de TF e TA (i.e. TF realizado antes do TA), bem
como o tempo das coletas de tecido muscular (i.e. 96 horas), algumas diferencgas entre os dois
estudos limitam a comparagao direta dos achados: no estudo de PUGH et al. (2018) foi utilizado
um protocolo de TA intervalado, em alta intensidade (10 séries de 1 minuto de exercicio em
bicicleta, a 90% da FCmax, separados por 30 segundos a S0W para os homens e a 30 W para as
mulheres), enquanto no estudo de BABCOCK et al. (2012) o TA foi realizado também em
bicicleta, porém de maneira continua, em intensidade moderada (90 minutos a 60% da poténcia
maxima atingida no teste VOxmax). Além disso, enquanto a amostra do estudo de BABCOCK et al.
(2012) contava com homens jovens recreacionalmente ativos, a amostra de PUGH et al. (2018) era
composta por individuos sedentarios e obesos, incluindo tanto homens quanto mulheres, com
diferengas no nivel de treinamento evidenciadas pelos valores de VOomsx relativo (48,5 mL/kg/min
vs 25,7 mL/kg/min, respectivamente, em cada estudo) e for¢a maxima de extensdo do joelho
medida pelo teste de 1-RM (73 kg vs 40,6 kg, respecivamente, em cada estudo). Uma vez que a
quantidade de CSs estd relacionada a parametros que refletem o nivel de treinamento dos
individuos, como 0 VOamix (MACALUSO et al., 2012), esses valores indicam que os individuos
do estudo Pugh et al. (2018) poderiam estar menos susceptiveis a ocorréncia de um fenomeno de
interferéncia devido ao estado “muito menos treinado” em que se encontravam, como discutido na
revisdio de FYFE & LOENNEKE (2018), citada anteriormente. Porém, mesmo com essas
limitacdes, esses resultados de PUGH et al. (2018) juntamente com alguns estudos que
encontraram aumentos na quantidade de CSs apos o TA realizado isoladamente (CHARIFI et al.,
2003; FRY, NOEHREN, et al., 2014) poderiam também indicar que a atividade das CSs em
resposta a sessdo de TF ndo sofreria interferéncia da adi¢gdo de um protocolo de TA. Porém, nenhum
estudo mostrou se, de fato, essas células em proliferacdo apds o TA se diferenciam e se fundem as
fibras musculares existentes. Interessantemente, a recente revisdo de MURACH et al. (2018)
sugere que o aumento do nimero de CSs pode se dar também pelo possivel papel dessas células

em outros processos que nao diretamente no crescimento muscular, como na regulacao da matriz
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extracelular (FRY et al., 2017). Dado esse papel importante na regulagdo da matrix extracelular,
segundo a revisao, as CSs podem estar relacionadas com a produ¢do de uma maior magnitude da
hipertrofia muscular em longo prazo, uma vez que parece existir um “efeito teto” no crescimento
muscular induzido por um modelo de sobrecarga funcional em camundongos transgénicos com
uma deplecdo de mais de 90% da quantidade de CSs, quando comparado ao modelo em que as
CSs estdo normalmente presentes (26% vs 36%, respectivamente) (FRY, LEE, et al., 2014; FRY
etal.,2017; KAWANO et al., 2017). Os autores sugerem que a proliferagdo das CSs em resposta
a um estimulo hipertréfico participaria do remodelamento da matriz extracelular, impedindo um
processo de fibrose, permitindo assim uma maior magnitude de hipertrofia das fibras musculares
em longo prazo. Assim, uma vez que, em nivel morfologico e funcional, a adicdo do TA ao TF nao
bloqueia totalmente os ganhos de forga e hipertrofia muscular, mas parece prejudicar a magnitude
dessas adaptacdes em longo prazo, € possivel que os estimulos decorrentes do TA prejudiquem
algum(ns) estagio(s) do ciclo das CSs. Assim, a compreensiao dos mecanismos envolvidos em cada
uma das fases das CSs (ativagdo, proliferacdo, diferenciagdo (ou volta a quiescéncia/auto-
renovagdo)) ¢ primordial para o entendimento do possivel papel dessas células na ocorréncia do

efeito de interferéncia.

3.2.1.2.  Fatores regulatério miogénicos - Controle das células satélites e efeitos

do treinamento concorrente

A regulacdo do ciclo das CSs ¢ um processo altamente complexo, modulado por uma série
de fatores que se expressam e agem coordenadamente (WEINTRAUB, 1993; PERRY &
RUDNICK, 2000; BAZGIR et al., 2017; CECCARELLI et al., 2017). A progressdo miogénica
dessas cé¢lulas de um estado quiescente para um estado ativo, bem como para a posterior
diferenciagdo e fusdo, demanda uma mudanca de perfil transcricional (CECCARELLI et al., 2017).
Essa progressdo na linhagem miogénica ¢ orquestrada por uma familia de proteinas conhecida por
Fatores Regulatorios Miogénicos (MRFs (do inglés “Myogenic Regulatory Factors)), composta
pelo MYOD, MYF5, MYOG e MYF6. Os MRFs sdo proteinas de estrutura hélice-volta-hélice que
contém um dominio de ligagdo com o DNA, permitindo que atuem como fatores de transcrigdo
(WEINTRAUB, 1993). Basicamente, CSs em um estado quiescente sdo caracterizadas pela

expressdo homogénea e parcial dos fatores de transcricdo PAX7 e MYF5, respectivamente. Uma
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vez ativadas, essas células podem retornar para o estado quiescente ou seguir para um estado
proliferativo, em que a expressdao do MYF5 ¢ parcialmente sustentada, em conjunto com a
expressdo do MYOD. A regulacdo negativa do PAX7, bem como a expressio da MYOQG,
conjuntamente com o0 MYOD, irdo ativar a expressao de genes musculares especificos (e.g. MEF2,
desmina, troponina I, MHC) (WILLOUGHBY & NELSON, 2002; PSILANDER et al., 2003),
determinando o progresso das CSs para o estado de diferenciacdo e fusdo as fibras ja existentes
(WEINTRAUB, 1993; PERRY & RUDNICK, 2000; BAZGIR et al., 2017; CECCARELLI et al.,
2017). Assim, uma vez que esse progresso miogénico das CSs ¢ um fator importante para as
adaptagdes do musculo esquelético ao treinamento fisico, muitos estudos passaram a investigar os
efeitos de diferentes protocolos de treinamento na expressao dos MRFs (WILLOUGHBY &
NELSON, 2002; PSILANDER et al., 2003; YANG et al., 2005; RAUE et al., 2007; ABE et al.,
2009; CALDOW et al., 2015; PUGH et al., 2015; PUGH et al., 2018).

Devido a capacidade do TF em produzir a hipertrofia muscular, acompanhado do aumento
do numero de CSs, muitos estudos investigaram a atividade dos MRFs em resposta a esse tipo de
treinamento (PERRY & RUDNICK, 2000; PSILANDER et al., 2003; BICKEL et al., 2005; YANG
et al., 2005; KOSEK et al., 2006; ROBERTS et al., 2011; CALDOW et al., 2015). O estudo de
WILLOUGHBY & NELSON (2002) foi o primeiro a demonstrar que uma sessao de TF em alta
intensidade (3 séries de 8-10 repeticdes, realizadas a 75-80% da carga de 1-RM, nos exercicios
agachamento, /eg press e extensdo do joelho) ¢ capaz de aumentar a expressao génica do MYOD
e da MYOG tanto 30 minutos, como também 6 horas ap6s o estimulo. Interessantemente, o estudo
demonstrou que esses aumentos foram acompanhados da expressao génica das diferentes isoformas
de cadeia pesada de miosina (MHC I, MHC Ila e MHC IIx), indicando que a expressao dos dois
MRFs analisados pode ter um importante papel nessa regulacdo positiva das MHCs.
Posteriormente, investigando pela primeira vez o curso temporal das respostas transcricionais
agudas dos MRFs ao TF, PSILANDER et al. (2003) demonstraram que o MYF6, em conjunto com
0 MYOD e a MYOG, tém sua expressdo génica induzida por uma sessdo de TF de alta intensidade.
Adicionalmente, CALDOW et al. (2015) mostraram que os aumentos agudos na expressao génica
de trés dos MRFs (MYOD, MYOG e MYF5) observados 3 horas apds uma primeira sessao de TF,
sdo induzidos também apds um periodo 12 semanas de TF. Complementando esses achados,
YANG et al. (2005), investigando o curso temporal de expressdo génica dos quatro MRFs (MYFS5,
MYOG, MYOD e MYF6) em sete momentos (Oh, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 24h) apds uma sessao de TF
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(3x10 repetigdes de extensdo do joelho a 70% de 1-RM) demonstraram o aumento dos niveis de
mRNA de trés dos MRFs analisados (MYOG, MYOD e MYF6), sendo que a expressao significante
do MYF6 aconteceu 2 horas ap6s o exercicio e permaneceu elevada até 4 horas. Somente 8 horas
ap0s a sessdo ocorreu um aumento significante na expressao dos genes MYOD e MYOQG,
momento no qual os niveis de mMRNA de MYF6 foram reduzidos. Por fim, 12 horas ap6s o estimulo,
apenas a expressao génica de MYOG permaneceu elevada, retornando a valores proximos ao basal
24 horas ap6s a sessao de treinamento. Esse estudo investigou também a resposta da expressao dos
MRFs a uma sessdo de TA (30 minutos de corrida em esteira & 75% do VOomax dos individuos).
Os autores demonstraram que a sessao de TA induziu o aumento significante apenas da expressao
génica do MYOD, o qual aconteceu 8 horas e 12 horas apos o estimulo. E importante ressaltar que
as biopsias nos individuos desse grupo foram realizadas em um musculo diferente (gastrocnémio)
em relag@o ao grupo que realizou a sessao de TF (vasto lateral). De qualquer maneira, esses achados
de YANG et al. (2005), conjuntamente aos achados de outros estudos que também ndo encontraram
a expressdo de genes miogénicos apos o TA (BARRES et al., 2012), permitem sugerir que o TA
pode ser um estimulo que atenue as respostas miogénicas no musculo esquelético, podendo
interferir na magnitude da hipertrofia muscular induzida pelo TF nos protocolos de TC.

De fato, existem evidéncias na literatura de que o TC atenue a expressdo dos genes
miogénicos (COFFEY, JEMIOLO, et al., 2009; COFFEY, PILEGAARD, et al., 2009; DONGES
et al.,2012; PUGH et al., 2015). Dois estudos agudos realizados em 2009 (COFFEY, JEMIOLO,
et al., 2009; COFFEY, PILEGAARD, et al., 2009), por exemplo, demonstraram que uma sessao
de TC ndo foi capaz de induzir o aumento significante da expressdo de MYOD 3 horas apds o
estimulo, independentemente da ordem dos exercicios, ou da intensidade do protocolo de TA na
bicicleta (30 minutos continuos a 70% do VOamsx (COFFEY, PILEGAARD, et al., 2009) vs 10
sprints maximos de 6 segundos a uma carga constante (COFFEY, JEMIOLO, et al., 2009)). No
mesmo sentido, DONGES et al. (2012) comparando as respostas moleculares agudas entre o TF,
TA e o TC em homens sedentarios de meia-idade (53+2 anos) mostraram que os niveis de mRNA
do MYOD e da MYOG estavam significantemente elevados apds 4 horas da sessdo de TF, mas
ndo apods a sessdo de TC ou TA. Os autores discutem que esses achados se devem provavelmente
a menor “dose” do componente TF realizada no protocolo de TC, em comparagdo a sessao de TF
realizado isolatamente (4 séries vs 8 séries, respectivamente). Assim, a partir desses achados, torna-

se importante investigar a dindmica de expressdo dos MRFs, bem como dos mecanismos que
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controlam a transcri¢ao desses genes, utilizando nao sé os métodos ja estabelecidos pela literatura
cientifica, mas também a partir de um novo nivel de abordagem, buscando o melhor entendimento

dos mecanismos que contribuem para a ocorréncia do efeito de interferéncia.

3.3. Alteracoes epigenéticas no exercicio fisico

As alteragdes agudas transientes que acontecem no padrao de expressdo génica das fibras
musculares, induzidas pelo exercicio fisico, sdo necessarias para aumentar a taxa de sintese proteica
celular e, consequentemente, produzir alteragdes fenotipicas no tecido muscular esquelético (e.g.
hipertrofia muscular) (EGAN & ZIERATH, 2013). Muitos estudos t€ém descrito o papel de uma
série de mecanismos (e.g. atuacdo de fatores e co-fatores de transcri¢ao, cascatas de sinalizacao de
proteinas) envolvidos na modulagdo dessas alteragdes (COFFEY & HAWLEY, 2007; SPIERING
et al., 2008; EGAN & ZIERATH, 2013; HAWLEY et al., 2014). Outro nivel de abordagem da
regulacdo da expressdo génica que tem recebido elevada atengdo da comunidade cientifica ¢ a
epigenética (BARRES et al., 2012; BROWN, 2015; HOWLETT & MCGEE, 2016; LAKER &
RYALL, 2016; LAKER et al., 2017; MCGEE & WALDER, 2017; SEABORNE et al., 2018).
Ainda que ndo haja consenso na defini¢ao exata do termo (MCGEE & WALDER, 2017), em geral
a epigenética (epi=sobre + genética=aquilo que estd codificado na sequéncia do DNA) ¢
considerada como o estudo de mudangas hereditarias nos padrdes de expressao génica que ocorrem
independentemente de mudancas na sequéncia do DNA, sendo causadas por modificagdes
quimicas dos varios componentes da cromatina, que regulam o acesso a maquinaria de transcri¢do
(e.g. fatores de transcricdo, RNA polimerase) ao DNA (KOUZARIDES, 2007; BERGER, 2008;
HENIKOFF & GREALLY, 2016; LAKER & RYALL, 2016; MCGEE & WALDER, 2017). Além
disso, o atual consorcio NIH Roadmap Epigenomics Mapping inclui também ao conceito de
epigenética as mudancas estaveis no potencial de transcri¢do celular que ndo sdo necessariamente
herdaveis (LAKER & RYALL, 2016).

Mesmo que as mudancgas epigenéticas conhecidas sejam muitas (e.g. modificagdes de
histonas, silenciamento por micro RNAs) (KOUZARIDES, 2007; LAKER & RYALL, 2016), uma
das principais modificagdes investigadas, inclusive quando relacionados ao treinamento fisico, ¢ a
metilagado do DNA (BIRD, 2002; ROBERTSON, 2005; SCARANO et al., 2005; JIN et al., 2011,
MOORE et al., 2013; DENHAM et al., 2014). A metilagdo do DNA ¢ uma modificagdo direta no
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DNA, e diz respeito a transferéncia covalente de um grupo metil ao carbono na posi¢ao 5’ do anel
da citosina, formando uma 5-metilcitosina (5SmC). Descoberto em 1948 por HOTCHKISS (1948),
esse mecanismo tem sido amplamente estudado devido ao seu papel decisivo no controle de
processos como a expressdo génica no desenvolvimento humano, imprinting genomico, a
inativacdo do cromossomo X e a supressao de elementos transponiveis, de elementos repetitivos e
de genes envolvidos na ocorréncia do cancer (JIN ef al., 2011; VOISIN et al., 2015).

A metilacdo do DNA ¢ um processo orquestrado por um conjunto de enzimas catalizadoras
chamadas DNA metiltransferases (Dnmts) (JIN ef al., 2011; LAKER & RYALL, 2016). As Dnmts
podem tanto estabelecer um novo padrao de metilagao (Dnmt3a e Dnmt3b), como também copiar
os padrdes de metilacdo das fitas parentais (Dnmtl) para as fitas filhas recém-sintetizadas durante
o processo de replicagdo do DNA, transferindo um grupo metil proveniente da s-adenosilmetionina
(SAM) para o carbono 5’ de um residuo de citosina (LAKER & RYALL, 2016). A grande maioria
das metilagdes do DNA ocorre em residuos de citosina localizados imediatamente antes de um
nucleotideo guanina, conhecidos como dinucleotideos CpG (ROBERTSON, 2005; MOORE et al.,
2013; VOISIN et al., 2015). Esses dinucleotideos estdo espalhados pelo genoma, aparecendo
muitas vezes com alta densidade em locais conhecidos como “Ilhas CpG” (DEATON & BIRD,
2011). Ainda que ocorram também em outros locais pelo DNA, o maior efeito da metilacdo do
DNA se d4 quando ela acontece em regides regulatorias dos genes (e.g. promotores,
acentuassomos). Em geral, a metilacdo do DNA atua na repressao da expressao génica, recrutando
proteinas especificas, como também impedindo o acesso da maquinaria de transcricdo génica ao
DNA e inibindo a a¢do de proteinas acentuadoras (LAKER & RYALL, 2016).

O entendimento desse mecanismo se desenvolveu nos ultimos anos devido a grande
quantidade de trabalhos cientificos que o investigaram (HUPKES et al., 2011; BARRES et al.,
2012; NITERT et al., 2012; CHAO et al., 2016; KING-HIMMELREICH et al., 2016; BEGUE et
al.,2017; LAKER et al.,2017; SEABORNE et al., 2018). Com os avangos tecnologicos, uma série
de métodos de andlise da metilagdo do DNA foi desenvolvida e permitiu a explicagdo cada vez
mais detalhada e fidedigna desse mecanismo epigenético (KARIMI, JOHANSSON, STACH, et
al., 2006; SHEN & WATERLAND, 2007; HARRIS et al., 2010; LISANTI et al., 2013;
KURDYUKOV & BULLOCK, 2016). Assim, o conhecimento desses métodos, bem como suas
vantagens e desvantagens, torna-se primordial tanto para a realizagdo de novos estudos, como

também para a melhor interpreta¢do dos achados j& publicados na literatura.
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3.3.1. Métodos de analise da metilagado do DNA

Devido ao crescente interesse cientifico em perguntas que envolvem o mecanismo de
metilacio do DNA, o conhecimento dos diferentes ensaios, bem como suas vantagens e
desvantagens, torna-se um fator primordial na escolha da estratégia de analise mais adequada para
responder cada pergunta cientifica especifica de forma imparcial e robusta (SHEN &
WATERLAND, 2007; OLKHOV-MITSEL & BAPAT, 2012; KURDYUKOV & BULLOCK,
2016). Tendo em vista essa importancia, ¢ necessario que os pesquisadores considerem uma série
de diferentes fatores: os objetivos e as demandas de especificidade e sensibilidade do estudo, a
quantidade e a qualidade das amostras de DNA, bem como a disponibilidade de recursos materiais
(e.g. renda, software, equipamentos e reagentes) sdo primordiais para a escolha do método de
analise adequado (SHEN & WATERLAND, 2007; KURDYUKOV & BULLOCK, 2016). Diante
desta importancia e seguindo a racional do estudo de revisio de KURDYUKOV & BULLOCK
(2016), este topico da presente revisdo de literatura ira abordar os principais métodos de analise da
metilagdo do DNA utilizados nos estudos cientificos até o momento, evidenciando a ldgica para
escolha desses métodos, a partir de suas vantagens e desvantagens relacionadas aos fatores citados

anteriormente.

A escolha do método de andlise da metilagdo do DNA mais adequado deve partir da(s)
pergunta(s) de pesquisa que norteia(m) o estudo. Dessa maneira, o primeiro ponto a ser considerado
sdo os alvos de investigagdo. Basicamente, os estudos podem seguir dois caminhos: a) estratégias
mais exploratdrias, em que os genes candidatos ndo sdo conhecidos e buscam-se novos alvos, ou
b) estratégias direcionadas, com regides gendmicas ja determinadas. A realizacdo de anélises em
larga escala, determinando o perfil de metilacio do genoma, bem como a procura por regides
diferentemente metiladas (ou differentially methylated regions (DMRs)), sdo as estratégias
comumente utilizadas para contemplar perguntas mais abrangentes, sem alvos especificos prévios
(e.g. exploratorias) (LISANTI et al., 2013). Primeiro, para a determinagdo do perfil global de
metilacdo do genoma, sem a identificacdo de DMRs, alguns ensaios tém sido constantemente
utilizados na literatura. A cromatografia liquida de alta eficiéncia ultravioleta (HPLC-UV) ¢ uma
estratégia que, apesar de desenvolvida hd mais de 30 anos (KUO et al., 1980), ¢ ainda considerada
como um ensaio padrdo ouro para a quantificacdo da razdo entre a deoxicitidina (dC) e a citosina

metilada (5mC), através da separacdo cromatografica. Porém, apesar de de cobrir completamente
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o genoma, o método requer relativamente grandes quantidades de DNA (3-10 pg), ndo conta com
kits disponiveis para andlise, tem baixa sensibilidade (i.e. propor¢do de positivos reais que sao
corretamente identificados como tais) e especificidade (i.e. propor¢do de negativos reais que sao
identificados corretamente como tal) mediana. Assim, uma estratégia alternativa ao HPLC ¢ a
utiliza¢do da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS)
(HU et al.,2013; KLEPACKI et al., 2013; HUANG et al., 2017; WANG et al., 2017), a qual utiliza
quantidades muito menores de DNA hidrolisado (100ng - 1pg), e tem uma alta sensibilidade,
detectando até baixos niveis de metilagao (0,05-10%), bem como pequenas diferencas na metilacao
global do DNA (~5%) entre amostras. Além disso, esse método € pouco afetado por amostras de
DNA de baixa qualidade. Sua tinica limitag@o € o acesso e a expertise na utilizacdo do equipamento
necessario para as andlises (KURDYUKOV & BULLOCK, 2016). No mesmo sentido, outro
método com alta especificidade, baixa variabilidade, podendo detectar até pequenas mudangas na
metilagdo global, a partir de uma pequena quantidade de amostra de DNA (250-500 ng), ¢ o ensaio
de metilagao luminométrico (LUMA) (KARIMI, JOHANSSON & EKSTROM, 2006; KARIMI,
JOHANSSON, STACH, et al., 2006), o qual utiliza a a¢do de duas enzimas de restri¢ao (i.e.
enzimas que clivam o DNA em regides especificas), seguido por reacdes de pirosequenciamento
para calcular a quantidade de DNA metilado e ndo metilado. Por outro lado, se uma estimativa dos
niveis de metilagdo do DNA mais grosseira ¢ suficiente para o estudo, ensaios de imunoabsor¢ao
enzimatica (ELISA) podem também ser realizados (DENHAM et al., 2015; KURDYUKOV &
BULLOCK, 2016). Eles permitem uma rapida avaliacdo do estado de metilagdo do DNA através
da utilizacdo de kits comercialmente disponiveis. Porém, devido a grande variabilidade inter e intra

ensaios, apenas grandes mudancas (~1.5-2 vezes) na metilagdo do DNA podem ser detectadas.

Além das anélises de mudancas gerais no estado de metilagao de amostras de DNA, outra
possibilidade em andlises de larga escala ¢ a identificacdo de regides diferentemente metiladas
(DMRs) pelo genoma. Uma estratégia utilizada para essa identificagdo, bem como para analises
gene-especificas (que serdo discutidas com mais detalhes posteriormente), € o tratamento prévio
do DNA com bissulfito (SHEN & WATERLAND, 2007; OLKHOV-MITSEL & BAPAT, 2012;
BERNSTEIN et al., 2015; KURDYUKOV & BULLOCK, 2016). Esse tratamento induz a
deaminacdo das citosinas, convertendo-as em uracilas. Porém, as citosinas que estdo metiladas ndo
sofrem essa conversdo, permanecendo como citosinas. Assim, mesmo com a limitagdo das

tecnologias de sequenciamento do DNA atuais em nao identificar diretamente o que sdo citosinas
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e o que sdo residuos de SmC, a conversao por bissulfito permite que as citosinas ndo metiladas
convertidas em uracilas sejam lidas pelos sequenciadores como timinas. Dessa maneira, regides
DMRs podem ser identificadas através de tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (NGS)
(SHEN & WATERLAND, 2007; OLKHOV-MITSEL & BAPAT, 2012; KURDYUKOV &
BULLOCK, 2016).

Considerado um método padrdo ouro para analises de metilacdo do DNA, sendo um dos
mais utilizados na literatura cientifica, o sequenciamento posterior a conversao por bissulfito ndo
¢ uma estratégia trivial, e algumas questdes importantes devem ser consideradas (LI et al., 2013;
KURDYUKOV & BULLOCK, 2016): dificuldade de alinhamento apdés o NGS (devido a
conversdo das citosinas ndo metiladas, diminuindo a complexidade do DNA para trés bases);
necessidade de fragmentacdo do DNA, dificultando a amplificacdo de longos fragmentos;
necessidade de reagdes de controle de bissulfito para garantir a ocorréncia da conversdo completa
das citosinas ndo metiladas; e efeito de dilui¢do em tecidos com populagdes de células mistas, que
variam seu estado de metilagdo. No mesmo sentido, o sequenciamento do genoma completo apds
a conversao por bissulfito (WGBS), considerado o método mais abrangente de analise de metilacao
do DNA, apresenta também um custo elevado e a necessidade de uma anélise de dados complexa
(KURDYUKOYV & BULLOCK, 2016). Porém, essas dificuldades podem ser reduzidas através da
técnica de representagdo reduzida de sequenciamento apds tratamento por bissulfito (RRBS)
(KURDYUKOYV & BULLOCK, 2016; LAKER ef al., 2017). Neste ensaio, apenas uma fracao do
genoma ¢ sequenciada, obtida pelo enriquecimento de regides ricas em dinucleotideos CpG através
da fragmentacdo do DNA por uma enzima de restricdo especifica que reconhece e corta 0 DNA
em locais CCGG, metilados e ndo metilados.

Outra possibilidade de anélises € a hibridizacao de fracdes metiladas do DNA com painéis
de microarrays (KURDYUKOV & BULLOCK, 2016). Essas fracdes do DNA sdo geralmente
obtidas a partir de outros ensaios (e.g. imunopreciptacao), e oferecem um bom custo beneficio para
analise da metilacdo de muitas regides de interesse especificas. Muitos estudos t€m utilizado
ensaios de arrays com foco em regides especificas do genoma, importantes para o efeito da
metilacdo do DNA (e.g. promotores, acentuassomos), como o HumanMethylation450 Bead Chip
da [llumina, método mais popular (utilizado em mais de 360 publicagcdes (DENHAM et al., 2015;
ROBINSON et al., 2017) para determinagdo de perfil de metilagdo do DNA. Situado entre as

técnicas de sequenciamento completo do genoma e de determinacdo dos niveis de metilagdo gene
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especificos, o HumanMethylation450 Bead Chip pode determinar a metilacao de até 485000 CpGs
localizados em 99% dos genes conhecidos. Porém, apesar de sua alta sensibilidade e especificidade,
ainda ¢ necessario considerar o alto custo relativo (300 a 360 dolares por amostra) para a realizacao
desse método, bem como sua limitagdo a utilizagdo com DNA humano (KURDYUKOV &
BULLOCK, 2016).

Além dessas andlises em larga escala, que acessam a metilagdo global ou de vérias regides
do genoma, outros métodos de anélise sdo utilizados para quando o objetivo do estudo ¢ investigar
o estado de metilacdo do DNA de genes especificos de interesse, determinados previamente
(WEBER et al., 2005; SHEN & WATERLAND, 2007; TOST & GUT, 2007; OLKHOV-MITSEL
& BAPAT, 2012; BERNSTEIN et al., 2015; DELANEY et al., 2015; KURDYUKOV &
BULLOCK, 2016; BUSATO et al., 2017). Uma das possibilidades ¢ a utilizacio de métodos
baseados no uso prévio de enzimas que realizam digestdo de regides especificas do DNA
(KURDYUKOV & BULLOCK, 2016). Nesses métodos, basicamente os locais de metilacao do
DNA sdo identificados a partir da andlise do tamanho dos produtos da digestdo de uma mesma
amostra de DNA por pares enzimas sensiveis e ndo sensiveis a metilagdo do DNA, que atuam em
regides CCGGs. Entretanto, o uso de enzimas de restricdo sensiveis a metilagdo do DNA nao ¢
livre de limitagdes, sendo restrito pela variedade de enzimas disponiveis comercialmente, bem
como de suas sequéncias alvo (WEBER et al, 2005). Nesse sentido, o método de
imunoprecipitacdo da cromatina metilada (MeDIP) (WEBER et al, 2005) enriquece
eficientemente a cromatina metilada em amostras de DNA, através da utilizacdo de um anticorpo
especifico para residuos de 5SmC, o qual permite a imunocaptura de fragmentos genOmicos
metilados. A partir desse ensaio, posteriores analises tanto em larga escala (e.g. NGS, microarrays),
como também gene especificas (e.g. qPCR) podem ser realizadas para identificacdo e quantificacao
das regides metiladas de interesse. Ainda que alguns estudos comparativos posteriores
(MEISSNER et al., 2005; ODA et al., 2009) tenham sugerido que métodos baseados em MeDIP
sdo inferiores a métodos baseados em enzimas de restri¢do, a realizagdo do MeDIP ndo ¢ restrita
as enzimas de restri¢do disponiveis, ndo requer amostras de DNA de alta qualidade e ainda assim
fornece maior cobertura, com menor custo. Além disso, a existéncia de alguns kits disponiveis
comercialmente facilita a realiza¢ao desse ensaio (KURDYUKOV & BULLOCK, 2016).

Além da utilizagdo de enzimas de restricdo, as regides-alvo das amostras de DNA

convertidas por bissulfito podem ser amplificadas por ensaios de PCR e, posteriormente,
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sequenciadas (KURDYUKOV & BULLOCK, 2016). Neste sentido, o pirosequenciamento aparece
como uma das estratégias mais interessantes para a analise de metilagdo do DNA alvo-especifica.
O pirosequenciamento combina a capacidade do sequenciamento quantitativo direto, com alta
reprodutibilidade, velocidade e facil utilizacdo, sendo considerado uma estratégia quantitativa
interessante inclusive para analise de amostras heterogéneas, detectando até diferencas menores
que 5% nos niveis de metilagdo do DNA. Além disso, o pirosequenciamento fornece ndo apenas
os niveis médios de metilagdo da regido analisada, mas também uma rapida e eficiente deteccao
dos niveis de metilagdo em cada sitio CpG especificos da regido-alvo analisada. E uma plataforma
de analise flexivel e pode ser aplicada para anélises de metilagdo do DNA tanto em regides ricas
em CpGs, como também em regides pobres, nas quais o numero de CpGs pode ser insuficiente
para a ligacdo de primers, necessaria em métodos alternativos, como PCR metilacdo-especifico
(MSP). A disponibilidade de kits para a conversdo por bissulfito e para a amplificagdo por PCR
tornam essa tecnologia acessivel, com um bom custo-beneficio, evitando também alguns desafios
técnicos do NGS. Além de reduzir significantemente os custos, o trabalho e o tempo de analise, a
utilizagdo de ensaios otimizados da linha PyroMark da Qiagen resulta também na economia da
quantidade de amostra de DNA nas andlises de uma regido especifica amplificada por uma tnica
PCR. Assim, os ensaios de pirosequenciamento tém demonstrado ser uma alternativa versatil na
quantificagdo da metilagdo de locais especificos do DNA (TOST & GUT, 2007; DELANEY et al.,
2015; KURDYUKOV & BULLOCK, 2016).

A partir das informagdes discutidas anteriormente, fica evidente que a escolha do método
de andlise da metilagdo do DNA ndo ¢ um processo simples. Além de considerar todas as vantagens
e desvantagens relacionadas, a pratica de bancada de cada ensaio, outras questdes como o custo
financeiro sdo também importantes nesse processo. De qualquer maneira, a escolha do método
deve sempre ser norteada pela pergunta de pesquisa do estudo. Ainda que a literatura relacionada
a metilacdo do DNA e o exercicio fisico ndo seja tdo vasta, os diferentes estudos realizados até o
momento utilizaram de uma consideravel variedade de técnicas de analise. Assim, considerar cada
uma das limitagdes apresentadas anteriormente na interpretacdo dos resultados desses estudos ¢
primordial. Neste presente trabalho, n6s optamos pela realizagdo de ensaios de pirosequenciamento
(PyroMark — Qiagen) de produtos de PCR especificos a partir de amostras de DNA convertidas por
bisulfito. Além do fato de nossa pergunta de pesquisa ter como variavel dependente a metilagdo do

DNA de genes especificos, o pirosequenciamento, como discutido anteriormente, nos permitiu
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investigar além dos niveis médios de metilagdo do DNA em nossas regides de interesse, também
os niveis de metilacdo de CpGs especificas nessas regides, nos dando uma profundidade ainda
maior no entendimento das mudancas induzidas pelos diferentes protocolos de exercicio nesse

mecanismo.

3.3.2. Efeitos do treinamento concorrente na metilacio do DNA

Independentemente do modo de exercicio em que esta baseado, o treinamento fisico, como
j& mostrado anteriormente na presente revisdo, ¢ um stress capaz de produzir uma série de
modificacdes transientes na expressdo de genes especificos, os quais podem induzir constantes
alteragdes na quantidade das proteinas que codificam, levando a alteragdes do fenotipo do tecido
muscular esquelético (COFFEY & HAWLEY, 2007; PERRY et al.,2010; HAWLEY et al., 2014).
Sendo assim, tendo em vista o papel fundamental da metilagdo do DNA no controle transcricional,
nos ultimos anos alguns estudos investigaram as respostas dessa modificacdo epigenética a
diferentes protocolos de treinamento, bem como sua relagdo com a expressao génica induzida pelo
exercicio (ALIBEGOVIC et al., 2010; BARRES et al., 2012; NITERT et al.,2012; BRYAN et al.,
2013; LINDHOLM et al., 2014; KANZLEITER et al., 2015; KING-HIMMELREICH et al., 2016;
BAJPEYI et al., 2017; LAKER et al., 2017; ROBINSON et al., 2017; SEABORNE et al., 2018).

Com relagdo ao TF, apenas 3 estudos recentes (LAKER et al., 2017; SEABORNE et al.,
2018; BAGLEY et al., 2019) investigaram os efeitos desse tipo de protocolo nos niveis de
metilacdo do DNA no musculo esquelético de humanos. Em um trabalho investigando individuos
sedentarios submetidos a nove dias de uma dieta rica em gordura combinada ou ndo com o TF,
LAKER et al. (2017) demonstraram aumentos da expressdo de genes relacionados a estrutura e ao
crescimento muscular, bem como a presenca de 474 regides diferentemente metiladas no grupo
que realizou o TF (4 x 8-10 repeticdes dos exercicios leg press e extensdo do joelho a 80% de 1-
RM, juntamente com 4 séries de agachamentos com halteres), mesmo com um curto periodo de
interven¢do (apenas trés sessdes de exercicio). Entretanto, ainda que a maioria dessas diferencas
na metilacdo do DNA tenha acontecido em regides promotoras, apenas 54 mostraram associagao
significante com a expressao génica. Uma possivel explicagdo para ocorréncia desse fendmeno
discutida pelos autores ¢ o fato de as bidpsias musculares terem sido realizadas tardiamente, 48
horas apds a tltima das tré sessdes de TF, momento no qual a atividade transcricional do muisculo

esquelético poderia estar reduzida. Os autores sugerem que a importancia da metilagdo do DNA



51

para as adaptacdes do musculo esquelético ao treinamento deva ser analisada a partir de coletas
musculares em momentos proximos ao término do exercicio, j4 que algumas evidéncias na
literatura indicam que o processo de metilacio do DNA ¢ mais transiente e dindmico. Nesse
sentido, o recente estudo de (BAGLEY et al., 2019) investigou os niveis de metilagdo do DNA
antes e em diferentes momentos (30 minutos e 4 horas) apds uma sessdo aguda de TF (leg press:
1x10 repetigdes a 50% de 1-RM seguido por 3x10 repeti¢des a 70% 1-RM; extensdo de joelho na
cadeira extensora: 3x10 repeticdes a 70% 1-RM, com um minuto de pausa entre séries para ambos
os exercicios e 3-5 minutos de pausa entre exercicios), em dois grupos de homens jovens, sendo
um de sedentarios e o outro grupo de individuos previamente treinados em TF. Utilizando a técnica
MS-HRM (methylation sensitive high-resolution melting) os autores mostraram uma hipometilagao
global do DNA (medida pelos niveis de metilagdo de LINE-1) 4 horas apos a sessdo de TF e uma
hipermetilacdo dos genes envolvidos no metabolismo GPAM (30 minutos e 4 horas apds a sessao
de TF) e SREBF?2 (4 horas ap6s a sessdo de TF) nos individuos treinados, mas ndo nos destreinados,
0s quais mostraram apenas uma hipometilagdo do gene SREBF2 4 horas apos a sessdo de TF.
Entretanto, ndo foram observadas mudancas na metilacio do DNA de genes relacionados a
inflamacdo (IL-6 e TNF-a), ou de genes associados a hipertrofia muscular (mTOR e Akt) em
nenhum dos tempos analisados. Por outro lado, o estudo de SEABORNE et al. (2018) demonstrou
que uma sessdo de TF ndo s6 induz a diminui¢do na metilacdo do DNA e o aumento da expressao
de genes relacionados ao crescimento muscular, mas também que essa reducdo ¢ sustentada apos
um periodo de destreinamento e um periodo posterior de re-treinamentosendo acompanhada pelo
aumento da hipertrofia muscular induzida pelo TF. Nesse estudo, os autores coletaram biopsias
musculares em 5 momentos: Antes da intervencao, 30 minutos apds a primeira sessdo de TF, apds
sete semanas de TF (no comeco da oitava semana), apds sete semanas de destreinamento (no final
da 14 semana) e ao final do estudo, ap6s mais sete semanas de re-treinamento (no inicio da 22?
semana). Interessantemente, os autores demonstraram que, de maneira aguda (30 minutos apos a
primeira sessdo de TF), 10,284 regides CpGs estavam hipometiladas e 7,600 hipermetiladas,
comparadas com a medida basal. Além disso, o estudo mostrou que, mesmo nao havendo alteragdes
da expressdo génica no mesmo tempo de medida, 30 minutos apds a primeira sessdo de TF, a
hipometilagdo dos genes BICC1, STAGI, GRIK2 ¢ TRAF1 observada de maneira aguda foi
mantida apos os periodos de treinamento, de destreinamento e de re-treinamento, resultando na

expressdo génica aumentada desses genes ao final de 22 semanas, juntamente com o aumento da
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hipertrofia muscular. A partir desses achados, os autores sugerem que as mudancas agudas
observadas nos niveis de metilacdo do DNA desses genes especificos podem ser mais duradoras (e
ndo tdo transientes como sugerido nos trabalhos citados anteriormente) e podem ser biomarcadores
mais sensiveis que a propria expressdo aguda desses genes para indicar a hipertrofia muscular
induzida por um periodo de TF. Além disso, dentre os genes especificamente hipometilados
agudamente, ¢ sugerido que o TRAF1 estd relacionado com a proliferacdo e diferenciacdo das
células musculares. Conjuntamente, esses achados indicam que a metilagdo do DNA pode ser um
processo importante na mediagdo da hipertrofia muscular induzida pelo TF.

No mesmo sentido, s6 que investigando um protocolo de TA, BARRES et al. (2012)
testaram a hipdtese de que uma sessdo de TA diminuiria rapidamente a metilagio do DNA em
genes importantes para as adaptagdes aerdbias no musculo esquelético humano, e que essa
alteracdo seria acompanhada de maior atividade transcricional desses genes. Confirmando suas
hipoteses, o estudo demonstrou que uma sessdo de TA realizada em alta intensidade (80% do
VOomix) induziu a diminui¢do dos niveis de metilagdo do DNA nos promotores de genes
relacionados a biogénese mitocondrial e as adaptagdes metabolicas (i.e. PGC-1a, PPAR-6, TFAM,
CS e PDK4), conjuntamente com o aumento da expressao desses genes. Cronicamente, no trabalho
de LINDHOLM et al. (2014) 23 participantes jovens, destreinados, realizaram trés meses de TA
intenso, composto por quatro sessdes de 45 minutos, por semana, de extensao do joelho unilateral.
Nesse trabalho, a perna que nao realizou o protocolo de treinamento foi utilizada como controle. O
estudo demonstrou que o TA induziu mudangas na metilagdo de 4919 locais pelo genoma do
momento Pré para o momento 24 horas apos a ultima sessdo de treinamento. Interessantemente,
essas mudancas nos niveis de metilacdo foram observadas principalmente em acentuassomos e
outras regides regulatorias de genes do DNA. Além disso, corroborando com o estudo de BARRES
et al. (2012), as andlises transcricionais correspondentes mostraram que 4076 genes foram
expressos € que, de fato, esses genes estdo envolvidos com vias moleculares relacionadas as
adaptacdes ao treinamento. Conjuntamente, esses achados sugerem um link funcional entre a
metilacdo do DNA e a expressdo de mRNA dos genes analisados. Porém, diferentemente dos genes
relacionados ao metabolismo, no trabalho de BARRES ef al. (2012) o gene miogénico MYODI1
ndo sofreu demetilagdo significante e ndo foi significantemente mais expresso apos a sessao de TA
em alta intensidade. Além disso, as analises de LINDHOLM et al. (2014) mostraram um

enriquecimento significante no aumento da metilagdo de motivos de ligagdo dos MRFs e do MEF2,
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indicando um possivel efeito de atenuacdo na acdo dessas proteinas pela metilagdo dessas regides
especificas. Esses achados convergem com a hipdtese de que o TA, associado ao TF, pode atenuar
a expressdao dos genes miogénicos e sugerem que pode ser que isso aconteca devido a menor
demetilagdo dos MRFs induzida por esse protocolo. Assim, € plausivel sugerir que esse mecanismo
pode estar relacionado a um dos fatores que levam a uma interferéncia no ciclo das CSs e, a longo
prazo, a uma menor magnitude da hipertrofia muscular ap6s protocolos de TC.

Ainda que seja possivel sugerir tal hipotese, apenas o trabalho de ROBINSON et al. (2017)
analisou a metilagdo do DNA ap6s um periodo de TC. Em um desenho experimental cronico, de
12 semanas, individuos jovens e idosos foram randomizados em trés grupos, sendo que o protocolo
de treinamento do grupo TA foi realizado trés dias por semana, de maneira intervalada, em
bicicleta, e composto por 4 séries de 4 minutos a >90% do VOzpico, intercaladas por 3 minutos de
pedalada sem carga. Ja o grupo TF realizou exercicios resistidos para membros superiores e
inferiores (4x8-12 repeti¢des) com a frequéncia de dois dias por semana. Por fim, o protocolo de
TC foi composto por 30 minutos continuos de TA em bicicleta em moderada intensidade (70% do
VO2pico), realizado 5 vezes por semana, conjuntamente com 4 vezes por semana de TF realizado
com menos repetigdes que o grupo que realizou o TF isoladamente. O trabalho demonstrou
pequenas e ndo significantes diferencas (<10%) na metilacdo do DNA, em comparagdo com
aumentos substanciais na expressdo génica apds o periodo de treinamento. Os autores sugerem,
assim como LAKER et al. (2017), que o fato de ndo terem encontrado essas mudancas se deva ao
tempo tardio de coleta do tecido muscular (72 horas ap6s a ultima sessao de exercicio). Além disso,
apesar do estudo ndo demonstrar interferéncia nem na forga, nem na hipertrofia muscular entre os
grupos TC e TF para os jovens, os componentes TA e TF realizados pelo grupo TC sdo diferentes
dos protocolos realizados pelos grupos que treinaram isoladamente, dificultando a comparacao
direta dos resultados entre os grupos. Assim, a partir desses e dos outros achados discutidos na
presente revisdo de literatura, ¢ possivel que o TA de fato interfira na dinamica da metilagdo do
DNA apos o TF, e que esse seja um dos mecanismos através do quais o efeito de interferéncia pode
se estabelecer. Além disso, nenhum estudo até o momento demonstrou como se da o curso temporal
da metilagdo do DNA, paralelamente a expressdo génica, apds uma sessao de TF, TA e TC. Dessa
maneira, novas investigagdes com um desenho experimental adequado se justificam para entender
efeitos de diferentes protocolos de treinamento na metilagdo do DNA, bem como o curso temporal

dessa modificagdo epigenética apos o exercicio.
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4. METODOS

4.1. Participantes

Participaram do presente estudo nove individuos jovens do sexo masculino (idade: 23.9 +
2.8 anos; massa corporea: 70.1 £ 14.9 kg; altura: 177.2 £ 3 cm, VOomax 41.4 £ 5.2 ; média + desvio
padrdo), que ndo estavam realizando nenhum tipo de exercicio fisico de forma sistematizada por
pelo menos 6 meses antes do inicio do estudo. Todos os participantes responderam ao questionario
de prontidao para atividade fisica (PAR-Q). Como critérios de exclusdo, ndo foram considerados
aptos a participar do estudo os participantes que tivessem qualquer condicdo que os impedisse de
realizar esforcos de alta intensidade (i.e. problemas 6steo-articulares, musculares, hipertensdo ou
doencas cronico-degenerativas como diabetes) ou que tivessem respondido “SIM” em alguma das
questdes do PAR-Q. O presente protocolo foi submetido e aprovado pelo comité de ética de
pesquisa em seres humanos da Escola de Educagao Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo
(CEP: 2.794.689). Antes de iniciarem a participagdo, todos os individuos assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido.

4.2. Desenho Experimental

Os sujeitos habilitados a participar do presente estudo participaram de todas as condi¢des
experimentais e, portanto, realizaram de trés protocolos de exercicio, seguindo um desenho
experimental cross over, contra-balanceado, a fim de controlar a elevada variancia intersujeitos.
As condigdes experimentais foram: sessdo de Treinamento de Forga (TF), sessdo de Treinamento
Aerobio (TA) e sess@o de Treinamento Concorrente (TC).

Na primeira semana do estudo, os participantes realizaram uma sessao de familiarizagao
com o teste de consumo maximo de oxigénio (VOzmix). ApOs 72 horas da familiarizagdo, os
participantes realizaram o teste e entdo iniciaram os procedimentos de familiarizagdo com as
sessoes de treinamento (TF, TA e TC). Foram realizadas trés sessdoes de TF, seguido pelo TA,
separadas por uma semana, seguindo os mesmos protocolos de exercicio que foram posteriormente
realizados nas sessdes experimentais, a fim de familiarizar os participantes com a dindmica e com
os aparelhos onde, posteriormente, seriam realizadas as sessdes de treino. Apos esse periodo (trés

semanas), foram realizadas as trés sessdes experimentais de treinamento (TF, TA e TC), com um
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intervalo de uma semana entre elas. A ordem das sessoes de treinamento foi aleatorizada e contra-
balanceada, a fim de minimizar efeitos da ordem das sessoes de treinamento nos resultados do
estudo e balancear por possiveis efeitos de carry-over. Além disso, no dia anterior a cada sessao
experimental, cada participante recebeu uma refeicdo padronizada, constituida de 3 g de
carboidrato/kg de massa corporal, 0,5 g de proteina/kg de massa corporal, e 0,3 g de gordura/kg de
massa corporal (CONCEICAO et al., 2016; SMILES et al., 2017) . Durante duragio da sessio
experimental, os participantes consumiram 3 refeigdes também padronizadas (com 60g de
carboidrato, 10g de proteina e 23.8g de gordura) as quais foram a tltima ingestao calérica 3 horas

antes de cada coleta de tecido muscular. A Figura 1. apresenta uma visdo geral do delineamento

experimental.
1 semana 1 semana 1 semana
Teste * * *
Familiarizagdo ~ VO,4,
A A Pré Oh 4h  8h Pré Oh 4h  8h Pré Oh 4h  8h
[ | .| 1

e
(I Y A I A N M

Figura 1. Visdo geral do delineamento experimental. S1= primeira sessdo de treinamento; S2= segunda sessdo de
treinamento; S3= terceira sessdo de treinamento.

4.2.1. Sessao Experimental

Apods chegarem ao laboratdrio, os participantes permaneceram em repouso na posi¢ao
supina por ~15 minutos e, sob anestesia local, uma biopsia muscular do musculo vasto lateral foi
obtida. Imediatamente apds a bidpsia muscular, os participantes realizaram a sessao de treinamento
designada. Posteriormente, foram coletadas amostras de tecido muscular imediatamente, 4 horas e
8 horas apos a sessdo de treinamento (PSILANDER et al., 2003; YANG et al., 2005; CALDOW
et al., 2015). As duas sessdes posteriores seguiram o mesmo protocolo de coleta. Cada sessao foi
separada por uma semana de wash out. A Figura 2. apresenta uma visdo geral da sessdo

experimental.
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~-8h -3h Pré Oh 1h 4h  5h 8h

Biopsias
Musculares
Refeigdes
Padronizadas

Figura 2. Visdo geral da sessdo experimental. S= Sessdo experimental.

4.3. Protocolos das sessoes de treinamento
4.3.1. Sessao de Treinamento de Forc¢a

Na sessdo de TF foram realizados os exercicios /leg press 45° e cadeira extensora. Cada
exercicio foi composto por duas séries de 8-12 repeti¢des maximas. Cada série foi separada por

60s de intervalo.
4.3.2. Sessao de Treinamento Aerobio

A sessdo de TA foi realizada em esteira rolante e foi composta por 4 minutos de
aquecimento com intensidade de 50% da velocidade atingida no consumo maximo de oxigénio
(vVO2max), seguido de 12 sprints de 1 min a 100% da vVOomax, € intervalo de 1 minuto a 50% da
vVO2max.

4.3.3. Sessao de Treinamento Concorrente

O protocolo da sessao de TC foi composta pela realizacdo do protocolo de TF seguido pelo

protocolo de TA utilizados nas sessdes isoladas, com 5 minutos de intervalo entre eles.
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4.4. Biopsia Muscular

As bidpsias foram realizadas na por¢ao medial do musculo vasto lateral da perna. Antes da
extracdo do tecido, a area foi tricotomizada e limpa com antisséptico. Uma pequena area, sobre a
regido selecionada, foi anestesiada com xilocaina a 2%, injetada subcutaneamente. Apos a
anestesia, uma pequena incisao, de aproximadamente 0,5 cm de comprimento, foi feita até a fascia
do musculo utilizando bisturi cirurgico. A agulha de biopsia foi entdo introduzida no musculo numa
profundidade aproximada de trés centimetros para obtencdo de aproximadamente 100 mg de
amostra de tecido muscular. Todas as 4 bidpsias musculares realizadas em uma mesma sessao
foram feitas a partir da mesma incisd@o. Em cada uma das sessdes experimentais subsequentes, uma
nova incisdo com o bisturi foi realizada aproximadamente 2 cm ao lado da incisdo da sessdo
anterior. As amostras musculares coletadas foram limpas (livre de sangue e excesso de tecido
conectivo), separadas em aliquotas para andlises posteriores, imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido, e conservadas a -80°C até o momento das analises.

4.5. Analises moleculares

4.5.1. Extracao do RNA para RT-qPCR e de DNA para realizacio das analises de
metilacio do DNA

O RNA e DNA foram extraidos de uma mesma aliquota de amostra de tecido muscular
coletada no procedimento de bidpsia muscular descrito anteriormente. Primeiramente, 10uL de -
mercaptoethanol (f -ME) foi adicionado a cada 1mL de Buffer RLT Plus antes da homogeneizi¢ao
do tecido. Apos a preparacao do Buffer, ~30mg de tecido muscular foi adicionado a 600uL de
Buffer RLT Plus e a homogeneizagao foi realizada com mini beads no instrumento MP FastPrep-
24™ (MP Biomedicals). A extragio do RNA e DNA total foram realizadas utilizando o kit
AllPrep® DNA/RNA/miRNA Universal Kit (Qiagen) no sistema automatizado QIAcube
(QIAGEN) seguindo as instru¢des do protocolo do fabricante. O RNA foi eluido em agua livre de
RNAse em um volume final de 60uL e o DNA foi eluido no Elution Buffer, contido no préprio

kit, em um volume final de eluicdo de 100 pL. As amostras foram armazenadas a -80°C e
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posteriormente quantificadas por um espectrofotdmetro (NanoDrop Technologies). As razdes de

absorbancia 260nm/280nm foram utilizadas para verificar a pureza do RNA e do DNA.

Todas as amostras de RNA foram enviadas para o Centre for Exercise and Nutrition, no
Mary Mackillop Institute for Health Research, na Australian Catholic University (ACU), em
Melbourne, Australia para a realizacdo das analises de expressdo génica. As amostras de DNA
permaneceram no Brasil e foram encaminhadas para as analises de metilacio do DNA no Nucleo

de Sequenciamento ICESP/CTO no ICESP, em Sao Paulo.

4.5.2. Analises de Metilacao do DNA

4.5.2.1. Conversao por bisulfito e Pirosequenciamento

lug de DNA genomico (gDNA) extraido das amostras de musculo esquelético foi
convertido por bissulfito usando o kit EpiTect Fast Bisulfite Conversion (Qiagen) de acordo com
as especificagcdes do fabricante. As regides génicas de interesse foram escolhidas a partir dos
ensaios ja pré-desenhados pela empresa Qiagen disponiveis para compra (Hs MYOD1 01 PM
PyroMark CpG assay; Hs MYF5 01 PM PyroMark CpG assay; Hs MYF6 01 PM PyroMark
CpG assay). Essas regidoes foram amplificadas por PCR utilizando o kit PyroMark PCR (Qiagen),
também seguindo as instru¢cdes do fabricante. Todas as reacdes de PCR seguiram o seguinte
protocolo: inicio com uma etapa de ativagcdo de 15 minutos a 95°C, seguida por 45 ciclos de um
processo de 3 etapas (denaturagdo (30 segundos a 95°C), anelamento (30 segundos a 56°C) e
extensdo (30 segundos a 72°C)), terminando com um periodo de extensdo final de 10 minutos a
72°C. Os amplicons provenientes das reacdes de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2% e visualizados em um transiluminador ultravioleta. Os niveis de metilagdo do DNA
foram mensurados utilizando os ensaios Pyromark CpG (Qiagen) e os reagentes PyroMark Q24
Gold (Qiagen), em um sistema PyroMark Q24 Autoprep (Qiagen, Brasil). O software PyroMark
Q48 Autoprep versdo 2.4.2 (Qiagen, Brasil) foi utilizado para gerar a ordem de dispensagao de
nucleotideos, a partir da entrada da sequéncia a ser analisada, bem como para a analise da metilacao
especifica de cada sitio CpG. Uma citosina em uma regido nao-CpG foi incluida na ordem de
dispensa¢do dos nucleotideos para detectar uma possivel conversdo por bissulfito incompleta. A

metilagdo média de todas os sitios CpG em cada regido alvo foi determinada usando os valores de
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metilacdo em cada sitio CpG individual. Além disso, foram incluidas uma amostra controle
metilada e uma nao metilada, adquiridas també da Qiagen (EpiTect Control DNA methylated e

EpiTect Control DNA unmethylated, Qiagen), em todas as placas de andlise.

4.5.3. Analises de expressiao génica

4.5.3.1. Transcricao Reversa

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis
Kit (Invitrogen), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante (Life Technologies), em uma

reacdo de volume final de 20 pL.

4.5.3.2. PCR quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR)

A quantificag@o dos niveis de RNA foi realizada (em duplicata) em um termo ciclador Bio-
Rad CFX96 (Bio-Rad). Primers/probes TagMan-FAM para os genes MYODI (no. cat.
Hs00159528 ml), MYFS5 (no. cat. Hs00271574 m1) e MYF6 (no. cat. Hs00231165 _ml), foram
utilizados em uma reacdo de volume final de 20 pl. As condigdes para a PCR foram: 2 min a 50°C
para ativagdo da UNG, 10 min a 95°C, 40 ciclos de 95°C por 15 s e, por fim, 60°C por 60 s. GAPDH
(no. cat. Hs99999905 m1) foi usado como gene housekeeping para normalizer os valores de Ct ja
que seus valores de Ct ndo sofreram mudanca significante durante o tempo e entre as condicdes.
Os valores relativos de mRNA foram calculados como fold change usando o método 224t (LIVAK
& SCHMITTGEN, 2001), em que AACt = (Ct gene atvo — Ct nousekeepingtempo x — (Média dos valores de
Ct gene alvo — Média dos valores de Ct jousekeeping)PrE. “Tempo x diz respeito a qualquer tempo de

interesse, em que as amostras foram coletadas (Oh, 4h or 8h) (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

4.6. Teste de Poténcia Aerobia

Para a avaliacdo da poténcia aerdbia foi utilizado um teste progressivo até a exaustdo em
esteira rolante (Inbrasport Super ATL, Inbrasport, Brasil). A velocidade inicial foi de seis kmeh'!

por 2 minutos, com incrementos de 1 kmeh'! a cada minuto, até exaustdo voluntaria dos sujeitos.
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O consumo de oxigénio foi mensurado continuamente (Quark b?, Cosmed, Italia) durante todo o
teste. Ao final de cada estagio, o participante também relatou sua percepc¢ao subjetiva de esforco,
com base na escala de Borg 6-20. A frequéncia cardiaca foi monitorada continuamente utilizando
um frequencimetro (Polar Vantage NVA&, Electro Oy, Finlandia). Para assegurar que os
participantes realizaram esforco maximo, cada participante teve que atingir pelo menos 2 dos
seguintes critérios: (1) uma variagdo no VO2 < 2,1 mL.kg-1.min-1; (2) razdo de trocas respiratdrias
maior que 1,10; (3) frequéncia cardiaca (FC) maior que 90% do méximo predito para a idade
(HOWLEY et al., 1995). O VOamsx foi considerado como o maior valor de médias de 30 segundos
obtido durante todo o teste. A velocidade de corrida na poténcia aerobia maxima (vVOamax) foi
adotado como valor referéncia para prescri¢ao da sessdo de treinamento aerdbio e o componente

aerobio da sessdo de treinamento concorrente.

4.7. Analise Estatistica

Técnicas de inspegdo visual e o teste de Shapiro-Wilk foram utilizadas para verificar a
presenga de observacdes extremas e a normalidade dos dados. Sendo satisfeitas essas condigdes,
um modelo misto para medidas repetidas foi usado, tendo condi¢do e tempo como fatores fixos e
os sujeitos como fator aleatorio, para cada varidvel dependente. Na ocorréncia de razdo de valores
de F significantes, contrastes simples foram realizados. Valores de P foram ajustados usando uma
correcao de Bonferroni. Além disso, como ha sugestdo de que as mudangas na metilagdo do DNA
podem ser duradouras e, por isso, afetar os niveis de metilacdo/demetilagdo das sessdes posteriores,
analisamos o efeito de carry-over entre as sessOes experimentais. Para isso, seguimos as sugestoes
de Shen (s/d) e implementamos uma analise de modelos mistos incluindo mais um fator a andlise
previamente descrita (i.e. ordem das sessdes). O efeito carry-over foi determinado pela
significancia do fator ordem. Em caso de valores de F significantes, um ajuste de Tukey foi
implementado para realizacdo das comparagdes multiplas. O valor de significancia adotado foi de
P < 0,05 e os dados foram apresentados como média e desvio padrao. Os graficos das figuras foram

feitos usando o software GraphPad Prism 8.00 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA).
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5. RESULTADOS

5.1. Metilacdo do DNA

Nio foram observadas diferencas significantes no momento PRE entre as condi¢des para
os valores de metilagdo do DNA dos genes MYF5 e MYF6 (P>0,05) (Figura 3B e 3C). Nao houve
efeito significante de carryover na metilacdo para nenhum dos genes avaliados (P>0,22) (Figura
3). O gene MYODI apresentou um menor (F=4,60; P=0,0204) nivel de metilagdo na condigdo TC
no momento PRE, em comparacio as condi¢des TF (P=0,06) e TA (P=0,02) (Figura 3A). Foi
encontrado um efeito de interacdo condi¢ao*tempo (F=3,07; P=0,0137) para o gene MYODI, o
qual apresentou menores niveis de metilagao 4H (P=0,0347) e 8H (P<0,0001) apds a sessdo de TA,
em comparagdo com o momento PRE (Figura 3A). Além disso, a metilagio da regido do MYODI1
analisada também se mostrou significantemente diminuida no momento 8H (P=0,0019) em
comparagdo ao momento OH, para a condigdo sessdo de TA (Figura 3A). O gene MYOD1 também
apresentou menores (P=0,0032) niveis de metilacdo 4H horas apos a sessdo de TA quando
comparado a sessdo de TF, no mesmo momento (Figura 3A). Foi observado um efeito principal de
tempo para o gene MYF5 (F=26; P<0,0001), em que os niveis de metilagio do DNA no momento
4H e 8H estavam diminuidos quando comparados com os momentos PRE (P<0,0001) ¢ OH
(P<0,0001) (Figura 3B). De maneira similar, também foi encontrado um efeito principal de tempo
para o gene MYF6 (F=13.62; P<0,0001) o qual também mostrou niveis menores de metilacdo do
DNA nos momentos 4H e 8H em comparagdo com os momentos PRE (P<0,0001) e O0H (P=0,03 ¢
P=0,004, respectivamente) (Figura 3C).
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Figura 3. Média da metilacdo do DNA de regides especificas dos genes (A) MYODI, (B) MYF5
e (C) MYF6, no miisculo vasto lateral, antes (PRE) e imediatamente (O0H), 4H e 8H apos o uma
sessdo de Treinamento de Forga (TF), uma sessdo de Treinamento Aerdbio (TA) e uma sessao de
Treinamento Concorrente (TC). Valores expressos em percentual de metilagao, conforme output
original dos dados a partir do software Pyromark, e apresentados em media + DP, n=9. § =
Significantemente diferente das condi¢cdes TF e TA; * = Significantemente diferente da condicao
TA no momento PRE; # = Significantemente diferente da condigdo TA no momento OH. a= Efeito
principal de tempo quando comparado ao momento PRE (P< 0,05); b= Efeito principal de tempo

quando comparado ao momento OH (P< 0,05).
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Well: A4

Assay: MYFS

Sample ID: 11

Note:

Analysis version: 2.0.8
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Sequence to analyze:

YGGGAGTTTGGYGTTTTYGTYGAYGGGTAAATTTYGGGYGGA

Position 1 2 3 4 5 6 7

Quality Passed | Passed | Passed | Passed | Passed | Passed | Passed

Meth (%)| 19 36 43 11 2 16 34

No wamnings.

Figura 4. Imagem representativa do grafico (pirograma) gerado como resultado pelo software
PyroMark da Qiagen. A imagem mostra os resultados do sequenciamento de uma regido do gene
MYFS5, com 7 CpGs incluidas, de uma amostra de DNA convertida por bisulfito. Os valores
relativos ao percentual de cada uma das 7 CpGs especificas da regido analisada aparecem acima,
em azul. Basicamente, um trifosfato de desoxirribonucleotideo fosfatado (ANTP) é adicionado a
reacdo. A polimerase de DNA catalisa a adicdo do dNTP ao iniciador, se for complementar da base
na cadeia de modelo. Cada evento de incorporacdo ¢ acompanhado pela liberagcdo de pirofosfato
(PPi), em uma quantidade equimolar a quantidade de nucleotideo incorporado. A enzima ATP
sulfurilase converte o pirofosfato (PPi) em ATP na presenca de adenosina 5'fosfossulfato. Esse
ATP estimula a conversdo de luciferina em oxiluciferina, mediada por luciferase, que gera luz
visivel em quantidades proporcionais a quantidade de ATP. A luz produzida na reagdo catalisada

pela luciferase ¢ detectada pelos sensores CCD e vista como um pico na saida de dados brutos
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(pirograma). A altura de cada pico (sinal luminoso) ¢ proporcional ao nimero de nucleotideos

incorporados.

5.2. Expressao génica

Nio foram observadas diferencas significantes no momento PRE entre as condi¢des para
todos os alvos analisados (P>0,05) (Figura 5). Também ndo foi observado efeito carryover para
nenhum dos genes analisados (P>0.601).Um efeito principal de tempo foi encontrado para o gene
MYODI (F=14.19; P<0,0001) em que a expressao de mRNA em 8H foi maior quando comparada
aos momentos PRE (P<0,0001), Oh (P<0,0001) e 4H (P=0,0083), bem como a expressdo em 4H
foi maior quando comparada aos valores PRE exercicio (P=0,0052) (Figura 5A). Um efeito
principal de tempo também foi encontrado para o gene MYF5 (F=7.56; P=0,0002), em que os
niveis de mRNA em todas as condi¢gdes foram menores no momento 4H quando comparados com
o momento OH (P=0,0008), ¢ os niveis de mRNA em 8H mostraram-se significantemente
aumentados quando comparados ao momento 4H (P=0,0026) (Figura 5B). Um efeito principal de
tempo foi também observado para o MYF6 (F=8.61; P=0,0001), em que a expressdo de mRNA foi
maior em 4H quando comparada aos momentos PRE (P=0,0002) e OH (P=0,0002) (Figure 5C).
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Figura 5. Expressdo de mRNA dos genes (A) MYOD1, (B) MYF5 e (C) MYF6, no musculo vasto
lateral, antes (PRE) e imediatamente (OH), 4H ¢ 8H ap6s o uma sessdo de Treinamento de Forga
(TF), uma sessdo de Treinamento Aerdbio (TA) e uma sessdo de Treinamento Concorrente (TC).
Valores expressos relativos ao GAPDH e apresentados em unidades arbitrarias (media + DP, n=9).
a= Efeito principal de tempo quando comparado a0 momento PRE (P< 0,05); b= Efeito principal
de tempo quando comparado ao momento OH (P< 0,05); c= Efeito principal de tempo quando

comparado ao momento 4H (P< 0,05).
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6. DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo a comparar os niveis de metilacio do DNA de genes fatores
regulatorios miogénicos apos trés diferentes sessdes de treinamento fisico. Além disso, foi
demonstrado também pela primeira vez o curso temporal dessas mudangas agudas em trés tempos
distintos (Oh, 4h e 8h) apos os diferentes protocolos de exercicio, bem como sua relagdo temporal
com a expressao génica nos mesmos momentos analisados. A partir de um desenho experimental
crossover e randomizado, o presente estudo combinou analises de pirosequenciamento de DNA
convertido por bisulfito com andlises de RT-qPCR para verificar os niveis de metilagdo médio em
regides especificas de genes fatores regulatorios miogénicos conjuntamente com a andlise da
expressao de mRNA desses genes. Nossos principais achados mostraram que as diferentes sessoes
de treinamento fisico (TF, TA e TC) induzem mudancas semelhantes na metilagdo do DNA e na
expressdo de transcritos dos genes MYODI, MYF5 e MYF6, e que essas mudangas acontecem
principalmente entre 4 e 8 horas apds o estimulo do exercicio. Contrariando nossa hipdtese inicial,
foi demonstrado que as mudancgas nos niveis de metilagdo do DNA e nos niveis de mRNA dos
diferentes genes ndo foram significantemente diferentes entre as condi¢gdes TC e TF.
Coletivamente, esses dados indicam que as mudangas agudas até 8 horas na metilagao do DNA e
na expressao de mRNA de genes MRFs podem ndo estar diretamente relacionadas com o efeito de

interferéncia induzido pelo TC.

Os MRFs sao um conjunto de fatores transcricionais que controlam a proliferacdo e a
diferenciagdo das CSs musculares, as quais podem estar relacionadas a maior magnitude da
hipertrofia muscular induzida por sobrecarga a longo prazo (MURACH et al., 2018). O gene
MYODI, o qual participa principalmente dos processos de ativagdo e proliferagdo das CSs,
mostrou ter sua expressdo aumentada a partir de 4 horas apds as sessdes de treinamento, sendo
ainda mais aumentada ainda ap6s 8 horas. De maneira semelhante, YANG et al. (2005) também
demonstraram aumentos significantes da expressdo de MYOD 8 horas ap6s uma sessao de TF e de
TA. Porém, os autores ndo mostraram aumentos significantes no momento 4 horas apds os
exercicios, da mesma forma que no presente estudo. Ja o estudo de PSILANDER et al. (2003)
demonstrou apenas aumento significante do MYOD imediatamente ap6s a sessao de TF e em mais
nenhum outro tempo ap6s o exercicio (Oh, 2h, 6h, 24h e 48h). Quanto aos niveis de metilacao da

regido analisada do MYOD1, nossos resultados mostraram uma diminui¢ao significante 4H e 8H
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apos a sessdo de TA, tanto em comparacdo com 0s momentos anteriores, como também em
comparagdo a condi¢do TF, especificamente no momento 4H. Nossos resultados divergem dos
achados de BARRES et al. (2012), em que os niveis de metilacdo do gene MYODI1 ndo se
mostraram significantemente alterados em até 3 horas apds uma sessao de TA tanto em baixa (40%
do VO2mix), como em alta (80% do VOzmsx) intensidade. Além disso, os resultados do ajuste pos
hoc realizados no nosso estudo ndo mostraram alteragdes significantes da metilagio do MYODI
nas condi¢des TF e TC. Esse resultado ¢ inesperado, uma vez que hipotetizamos que a expressao
génica aumentada observada ap6s todas as condig¢des de exercicio estivesse intimamente ligada as
mudangas na metilagdo do DNA. Outro resultado inesperado foi o menor nivel de metilacdo TC,
no momento PRE exercicio, quando comparado ao TF e ao TA. Uma possivel explicacdo para
esses resultados ¢ que as CpGs analisadas na regido especifica do gene MYOD1 que nos
pirosequenciamos sao diferentemente sensiveis aos protocolos de exercicio que nos utilizamos no

nosso trabalho.

O MYFS participa junto com o MYOD1 do processo de ativagao das CSs musculares. No
presente estudo encontramos uma diminui¢do significante dos niveis de metilagio do DNA na
regido analisada do gene MYFS5 tanto 4, como 8 horas apds o exercicio. Interessantemente, os
niveis de transcritos de mRNA do mesmo gene diminuiram 4 horas apo6s as trés diferentes sessoes
de treinamento, aumentando significantemente no momento 8 horas, quando retornou a niveis
semelhantes aos basais. De fato, 0 MYF5 ndo mostra um padrio tdo claro de expressao génica apos
o exercicio fisico nos diferentes estudos na literatura até o momento (YANG & GOLDSPINK,
2002; WILBORN et al., 2009; ZAK et al., 2017; ZAK et al., 2018). No estudo de YANG et al.
(2005) a expressao de MYF5 ndo foi significantemente alterada em nenhum momento apos
diferentes sessdes de exercicio (TF e TA). J& WILBORN et al. (2009) mostraram aumentos 30
minutos, 2 horas e 6 horas apos uma sessao de TF, com diferentes intensidades. Ainda que esses
resultados sejam contrarios aos do presente estudo, nossos achados corroboram com o estudo de
ZAK et al. (2018), no qual os autores também mostraram uma diminui¢do da expressdo do MYF5
apos uma sessdo de TF (4x8-12 repeticdes dos exercicios extensdo de joelho e leg press, ambos
unilaterais, a ~65-75% 1-RM), tanto em uma condi¢ao de calor, como também no frio induzido
(~40°C e ~16°C, respectivamente). De maneira similar, RAUE et al. (2006) também encontram
uma diminui¢do, ainda que nao significante, dos niveis de MYF5 4 horas ap6s uma sessao de TF

(3x10 repeti¢des de extensdo de joelho, a 70% de 1-RM), tanto em sujeitos jovens, como em idosos.
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Ainda que esses achados sejam controversos, e que uma diminui¢do da expressdo de MYFS5 possa
indicar uma possivel atenuagdo do processo hipertrofico, uma possivel explicagdo para essa
diminuicdo seria o papel semelhante do gene MYFS5 ao do MYODI no ciclo das CSs, participando
principalmente do processo de ativagdo dessas células (ZAMMIT, 2017; ZAK et al., 2018). Assim,
a expressdo elevada do MYODI, observada desde o momento 4 horas apds o exercicio, seria
suficiente para o processo de ativagdo das CSs acontecer, causando entdo a diminuicdo da
expressao do MYFS5 no mesmo momento (ZAK et al., 2018). Uma outra possivel explicagdo seria
que o fato da rapida necessidade de traducdo de mais proteinas do MYFS5, em resposta as sessoes
de treinamento, para que ocorresse o desencadeamento da ativagdo das CSs, fez com que as
moléculas de mRNA desse gene, ja presentes nas CSs antes do exercicio, fossem utilizadas pelos
ribossomos antes mesmo da maior transcricdo desse gene comegar a acontecer. Assim, a
demetiliagdo observada na regido do MYF5 analisada 4 horas apds os exercicios permitiu a maior
expressdo desse gene, produzindo entdo o aumento significante em seus niveis de mRNA no

momento 8 horas (em comparagdo ao momento anterior), como observado em nossos resultados.

De maneira similar ao MYF5, os niveis de metilagio do DNA da regido analisada do gene
MYF6, também se mostraram significantemente diminuidos 4 horas apos todas as sessdes de
exercicio, tendo essa diminui¢ao sustentada at¢é o momento 8 horas. Porém, contrariamente a
expressdao génica do MYFS5, os niveis de mRNA do gene MYF6 mostraram-se significantemente
aumentados 4 horas apos todas as sessdes de exercicio, em comparagio aos momentos PRE e OH.
O MYF6 ¢ um dos fatores que atua na determinag¢do da linhagem miogénica no processo de
miogénese. Os aumentos aqui observados sdo consistentes com os observados por YANG et al.
(2005) e RAUE et al. (2006), e um pouco mais tardios que os observados por PSILANDER et al.
(2003) (i.e. 2 horas ap6s a sessao de TF). Nossos resultados sugerem que as trés condigdes
empregadas em nosso desenho experimental podem ter induzido, de maneira aguda, a partir de 4
horas ap6s o exercicio, o processo de diferenciacdo terminal de mioblastos em proliferacao,
gerando a fusdo dessas células com as fibras musculares ja existentes, permitindo assim a doagado
de seus nucleos, e os consequentes processos de crescimento e reparo das fibras musculares
submetidas ao estresse dos protocolos de exercicio. A partir dos nossos resultados, € possivel que,
também para o MYF6, a demetilacdo do DNA tenha possibilitado o aumento da expressdao génica

apos as sessoes de treinamento.
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Conjuntamente, nossos resultados indicam que as trés sessdes de treinamento sdo capazes
de induzir alteracdes similares na metilacdo do DNA e na expressdo dos genes responsaveis pela
regulacdo do ciclo das CSs. Além disso, todas as mudangas observadas na expressao de transcritos
de mRNA dos MRFs se deram conjuntamente a uma diminui¢do aguda na metilagdo do DNA de
regides especificas desses genes, corroborando com a teoria da existéncia de um /ink funcional
entre a demetilagdo do DNA e a expressdo génica induzidas pelo exercicio, como sugerido pela
literatura (BARRES et al., 2012; LINDHOLM et al., 2014; WIDMANN et al., 2019). Assim, ¢é
possivel que essa demetilagdo induzida pelo exercicio agudo tenha tornado mais expostas regides
importantes da cromatina nos genes em questdo, permitindo entdo a ligacdo da maquinaria de
transcrigdo a essas regides e, consequentemente, o aumento de suas expressdes. Porém, ¢
importante salientar que a metilagdo nos nossos genes alvo foi analisada apenas em uma regido
especifica de cada gene, havendo um nimero variado de CpGs em cada regido, dependendo do
gene considerado. Como essa foi a primeira vez que este ensaio de pirosequenciamento foi
utilizado para a andlise desses genes miogénicos apos trés diferentes protocolos de exercicio, nos
utilizamos os primeiros conjuntos de primers disponibilizados pela Qiagen para cada gene, pré-
desenhados pela propria empresa. Assim, ¢ ainda possivel que outras regides nos mesmos genes

possam apresentar uma dindmica diferente da observada no presente trabalho.

De qualquer maneira, podemos sugerir que as sessdes de TF TA e TC foram suficientes
para induzir o aumento da expressdo de genes miogénicos, conjuntamente com a demetilagcao de
regides especificas nesses genes. Interessantemente, ainda que as analises do presente trabalho
tenham sido realizadas a partir do homogenato total de tecido muscular extraido nas bidpsias
musculares, ¢ ndo em CSs isoladas, recentemente o trabalho de NEDERVEEN et al. (2019)
demonstrou que a direcdo das mudangas nos niveis de mRNA dos MRFs, induzidas por um
protocolo de exercicio agudo excéntrico, analisadas no homogenato total de tecido muscular,
refletem (ainda que em menor magnitude) a dire¢do das mudangas observadas em CSs isoladas.
Entretanto, ndo podemos afirmar se, de fato, as alteragdes observadas na expressdo génica dos
MRFs se refletiram em modulagdes da quantidade, da ativagdo ou ainda da diferenciagdo das CSs,
pois ndo realizamos essas medidas. Ainda assim, nossos resultados diferem dos estudos anteriores
que ndo demonstraram diferencas significantes na expressao dos MRFs apds uma sessdo de TA ou
TC (COFFEY, JEMIOLO, et al., 2009; COFFEY, PILEGAARD, et al., 2009; DONGES et al.,

2012; PUGH et al., 2015). Ainda que, no nosso estudo, a sess@o de TF tenha induzido um aumento
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de maior magnitude na expressdo de mRNA do gene MYODI, no momento 8H, comparado as
sessoes de TA e de TC (5,42- vs 4,06- vs 2,51-fold, respectivamente), nossos resultados mostraram
que, estatisticamente, esse aumento no tempo se deu independentemente das condi¢des. A
diferenga entre nossos resultados e os encontrados nos estudos anteriores pode ter acontecido
devido aos distintos protocolos de exercicio empregados. No estudo de DONGES et al. (2012), o
qual mostrou uma expressao de mRNA dos genes MYOD e da MYOG atenuada 4 horas apds uma
sessdo de TC, em comparacdo ao TF, protocolo de TA que compos o protocolo da sessdo de TC
foi realizado de maneira continua, em bicicleta, por 20 minutos, a 55% do pico da poténcia aerdbia
dos individuos. Porém, a sessdo de TC foi composta por metade do volume das sessdes isoladas de
TF e TA, ndo permitindo saber se expressdo génica atenuada se deu pela adicdo do TA ao TF, em
si, ou devido ao menor volume total de exercicio, em comparagdo a sessdo de TF isolada.
Diferentemente, no nosso estudo, a sessdo de TC foi composta exatamente pelos mesmos
protocolos das sessdes isoladas de TF e TA. Além disso, nosso protocolo da sessdo de TA foi
realizado em esteira rolante, a partir de um protocolo intervalado de alta intensidade, levando em
consideracdo o modelo para o estudo do fendmeno do efeito de interferéncia proposto por
DOCHERTY & SPORER (2000), e grande parte dos trabalhos na literatura que demonstraram
algum tipo de interferéncia em seus resultados (DUDLEY & DJAMIL, 1985; WILSON et al.,
2012; SOUZA et al., 2014; FYFE, BISHOP, et al., 2016; TSITKANOU et al., 2017; FYFE et al.,
2018). Além disso, ainda € possivel que a adicdo de uma sessdo de TA ao TF ndo interfira
diretamente na expressdo dos MRFs, mas sim em sua agdo p6s traducional, de maneira indireta,
uma vez que o trabalho de LINDHOLM et al. (2014) mostrou um aumento da metilacdo de motivos
de ligacdo de MRFs no DNA, apo6s a realizacdo de 3 meses de TA em alta intensidade. Assim, ¢
possivel que, ao aumentar a metilagdo dessas regides, o TA interfira na acdo funcional proteica dos
MREFs, interferindo na ligagdo desses fatores ao DNA, atenuando seus efeitos como fatores de
transcri¢do, diminuindo assim a transcricdo de outros genes importantes para o crescimento

muscular induzido pelo TF.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, o presente trabalho mostrou, pela primeira vez, que uma sessio aguda de TF,
de TA e de TC induzem mudancas semelhantes na metilagdo média de regides especificas e na
expressao de mRNA dos genes MYOD1, MYF5 e MYF6. Além disso, n6s mostramos também que
essas mudangas acontecem principalmente entre 4 e 8 horas apods o estimulo do exercicio, para
todos os genes analisados. Observando a dinamica da metilagdo do DNA nas regides especificas,
e sua relagdo temporal com os resultados de expressao génica, € possivel sugerir que a demetilacao
dessas regides permitiu o aumento da transcricdo desses genes. Nos também observamos que as
mudangas nos niveis de metilacdo do DNA e nos niveis de mRNA dos diferentes genes ndo foram
significantemente diferentes entre as condigdes TC e TF indicando que essas mudangas agudas até
8 horas na metilacao do DNA e na expressdao de mRNA desses MRFs pode ndo estar relacionadas
diretamente com o efeito de interferéncia induzido pelo TC. A partir dos nossos achados, sugerimos
que futuros trabalhos investiguem ainda mais profundamente essa relagdo entre a metilagao do
DNA e a expressao génica induzidas pelo exercicio fisico, a partir ndo so6 de outros protocolos de
treinamento, como também utilizando de outros desenhos experimentais (e.g. cronico, agudo-
cronico), introduzindo outros tempos de coleta do tecido muscular, bem como analisando outras
regides do DNA, a partir ndo s6 de modelos como o nosso, mas também de modelos mais bésicos,
a fim de melhor entender a importancia funcional das mudangas observadas nesses mecanismos

em humanos.
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