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RESUMO

OLIVEIRA, A. P. C. Influéncia do exercicio fisico sobre a via da miostatina e o
fenotipo muscular em ratos submetidos a alimentacdo intermitente. 2016.
Dissertagédo (Mestrado) — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, 2016.

A alimentacdo intermitente (Al), alternativa a tradicional restricdo calorica (RC),
consiste em intervencdo dietética envolvendo ciclos de jejum e alimentacdo. O
principal efeito da RC tradicional sobre a musculatura esquelética é a reducédo do
tamanho da fibra, a qual pode ser atenuada pelo exercicio fisico. Entretanto, pouco
se sabe sobre a influéncia da Al sobre o fendtipo muscular e os mecanismos
moleculares envolvidos. Neste sentido, a miostatina é um fator de crescimento que
regula negativamente o crescimento de musculos esqueléticos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia do exercicio fisico sobre a via da miostatina e o
fenotipo muscular de ratos submetidos a alimentacdo intermitente. Ratos Wistar
machos (n=40) foram distribuidos em 4 grupos: Controle Sedentario (C-S),
Alimentacdo Intermitente Sedentario (AI-S), Controle Exercicio Fisico (C-EF) e
Alimentacdo Intermitente e Exercicio Fisico (AI-EF). Os grupos C-S e C-EF
receberam racdo normocaldrica ad libitum diariamente; Al-S e Al-EF receberam a
mesma racdo, administrada ad libitum em dias alternados com dias de jejum total.
Os grupos C-EF e AI-EF foram submetidos a protocolo de exercicio em esteira
rolante por 90 dias. A expressao proteica de miostatina e de sua antagonista
folistatina foi avaliada por Western blot nos musculos séleo e gastrocnémio (porcéo
branca). Exercicio fisico melhorou a tolerancia ao esforgo, avaliada por teste
incremental em esteira. Em relacdo a musculatura esquelética, a massa do masculo
s6leo foi menor no grupo Al-S que no C-S. A massa do musculo gastrocnémio foi
menor nos grupos Al-S e Al-EF em comparacao ao C-S e C-EF, respectivamente,
porém maior no grupo Al-EF que no Al-S. A area seccional transversa das fibras do
musculo gastrocnémio foi significativamente menor no grupo AI-S quando
comparado ao grupo C-S e menor no grupo Al-EF em relacdo ao C-EF. No muasculo
sbleo, a area seccional transversa das fibras musculares foi significativamente
menor no grupo Al-S quando comparado ao grupo C-S e maior no grupo Al-EF em
relacdo ao Al-S. O fator exercicio fisico teve influéncia sobre a expresséo proteica
de miostatina no musculo gastrocnémio; adicionalmente, a expressao de miostatina
foi significativamente menor no grupo C-EF que no C-S. Nao houve diferenca
significativa para a expressdo de miostatina no musculo séleo e de folistatina em
ambos os musculos avaliados. Em concluséo, a alimentagcdo intermitente promove
reducdo da massa dos musculos soleo e gastrocnémio em ratos, a qual é prevenida
pelo exercicio fisico em esteira rolante. A via da miostatina, apesar de ser modulada
pelo exercicio fisico, ndo parece estar envolvida no processo de atrofia muscular
associada a alimentacdao intermitente.

Palavras-chaves: alimentacdo intermitente, exercicio fisico, masculo esquelético,
miostatina, restricdo calorica.



ABSTRACT

OLIVEIRA, A. P. C. Influence of physical exercise on myostatin signaling and
skeletal muscle phenotype in rats submitted to intermittent feeding. 2016.
Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, 2016.

Intermittent feeding (IF) is a dietary intervention often used as an alternative to
caloric restriction (CR) and characterized by cycles alternating ad libitum feeding
and fasting. The main consequence of CR on skeletal muscle is fiber size reduction,
which can be attenuated by physical exercise. However, the effects of IF on skeletal
muscle phenotype and its related molecular mechanisms are not well studied.
Myostatin is a growth factor that correlates negatively to muscle mass. The present
study aimed to evaluate the influence of exercise on myostatin signaling and skeletal
muscle phenotype in rats submitted to intermitent feeding. Male Wistar rats (n=40)
were allocated into four groups: sedentary control (C-S), control + physical exercise
(C-Ex), sedentary intermitent feeding (IF-S), and intermitent feeding + physical
exercise (IF-Ex). The C-S and C-Ex groups were fed ad libitum (AL), and IF-S and
IF-Ex groups had ad libitum access to food on alternating days. Rats from C-Ex and
IF-Ex underwent into a treadmill-exercise protocol for 90 days. Myostatin and
follistatin protein expression was assessed by Western blot in soleus and
gastrocnemius (white portion) muscles. Exercise improved functional capacity,
assessed by maximal exercise test on treadmill. Concerning skeletal muscle
analysis, soleus muscle mass was lower in IF-S group than in C-S group.
Gastrocnemius muscle mass was lower in IF-S and IF-Ex groups in comparison to C-
S and C-Ex, respectively; however, it was higher in IF-Ex group than in IF-S.
Gastrocnemius muscle fiber cross-sectional area was significantly lower in IF-S than
in C-S, and lower in IF-Ex than in C-Ex group. In soleus muscle, fiber cross-sectional
area was lower in IF-S than in C-S group, and higher in IF-Ex than in IF-S group.
Exercise influenced myostatin protein expression in gastrocnemius muscle;
additionally, myostatin was significantly lower in C-Ex group than in C-S. There was
no significantly difference between the groups for myostatin expression in soleus
muscle, and follistatin expression in both gastrocnemius and soleus muscle. In
conclusion, intermittent feeding promotes a physical exercise-reversible atrophy in
soleus and gastrocnemius muscles of rats. Although myostatin can be modulated by
physical exercise, it does not seem to participate on intermittent feeding-induced
muscle atrophy.

Keywords: caloric restriction, intermittent feeding, myostatin, physical exercise,
skeletal muscle.
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1 INTRODUCAO

A restricdo caldrica (RC), definida como reducéo na ingestéo de calorias sem
desnutricdo (MATTISON et al., 2003; WEINDRUCH, SOHAL, 1997), tem sido
associada ao aumento da longevidade (BORDONE, GUARENTE, 2005;
WEINDRUCH, SOHAL, 1997) e a diminuicdo do risco de desenvolvimento de
doencas cronicas ndo transmissiveis, tanto em humanos (GENARO et al., 2009;
HURSTING et al., 2003) quanto em animais de experimentacdo (AHMET et al.,
2005; AHMET et al.,, 2011; BORDONE, GUARENTE, 2005). A alimentacao
intermitente (Al), alternativa a tradicional RC e que consiste em intervencgéo
dietética envolvendo ciclos de jejum e alimentacdo, também tem sido associada ao
aumento da longevidade (GOODRICK et al, 1982, 1983) e a reducéo do risco para
doencas cronicas, como disturbios cardiovasculares (AHMET et al., 2005; AHMET
etal., 2011; VARADY, HELLERSTEIN, 2007).

O principal efeito da RC sobre a musculatura esquelética descrito na
literatura € a reducdo do tamanho da fibra, sendo que as fibras de contracdo rapida
(tipo 1) sdo mais suscetiveis as condi¢des atroficas que as fibras de contracéo lenta
(tipo 1) (ALMURSHED, GRUNEWALD, 2000). Embora varios efeitos metabdlicos e
cardiovasculares ja tenham sido estudados, pouco se sabe sobre a influéncia da Al
sobre o fenotipo muscular.

Por sua vez, a pratica regular de exercicio fisico € amplamente difundida
como medida de prevencdo e promocdo de saude em diversas condicdes
(PAFFENBARGER, HALE, 1975; PAULSON et al., 1987). Sabe-se também que a
perda de massa muscular induzida pela RC pode ser atenuada pelo exercicio fisico
(BALLOR et al., 1990).

Os mecanismos moleculares envolvidos na atrofia induzida por RC também
ndo estdo completamente compreendidos. Neste sentido, a miostatina, proteina
também conhecida como fator de crescimento e diferenciacdo-8 (GDF-8), regula o
crescimento de musculos esqueléticos durante o desenvolvimento embrionario e na
vida adulta (MCPHERRON et al.,, 1997). Estudos experimentais mostraram
correlagcéo negativa entre expressédo de miostatina e massa muscular (LEE, 2004).

Nao foram encontrados estudos avaliando o papel da via da miostatina no

fendtipo muscular de ratos submetidos a Al e a influéncia do exercicio fisico sobre a
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musculatura esquelética nessas condi¢Bes. Dessa forma, foi levantada a hipétese
que o exercicio fisico modula a via da miostatina e previne a atrofia muscular

induzida pela Al em ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Restricdo Calorica

O estilo de vida da sociedade contemporanea tornou-se importante fator de
risco na fisiopatologia de doengas cronicas, como desordens cardiovasculares,
diabetes, cancer, obesidade, entre outras (KATZMARZYK et al., 2009; MENSAH et
al., 2004; MONTEIRO et al.,, 1995; ROSAMOND et al., 1998). Estas afeccdes
geralmente sdo acompanhadas de alteragdes na musculatura esquelética periférica,
com possivel impacto negativo sobre a aptidao para realizacdo de exercicio fisico
(HARRINGTON et al., 1997; JEBB, MOORE, 1999). Neste contexto, a influéncia de
algumas formas de intervencdo sobre indicadores de saude, prevencao e
tratamento de doencas crbnicas vem sendo recentemente analisada em estudos
clinicos e pesquisas com modelos animais, incluindo-se a restricdo caldrica
(MEYER et al., 2006; OMEDEI, FONTANA, 2011; VARADY, HELLERSTEIN, 2007).

A restricdo calorica (RC) pode ser definida como reducdo na ingestdo de
calorias sem desnutricdo (MATTISON et al., 2003; WEINDRUCH, SOHAL, 1997).
Este tipo de intervencdo tem sido associada ao aumento da longevidade
(BORDONE, GUARENTE, 2005; FONTANA et al., 2010; WEINDRUCH, SOHAL,
1997) e a diminuicdo do risco de desenvolvimento de doencas crbnicas nao
transmissiveis, como cancer, doencas cardiovasculares, diabetes e doenca renal,
tanto em humanos (GENARO et al.,, 2009; HURSTING et al.,, 2003) quanto em
animais de experimentacdo (AHMET et al., 2005; AHMET et al., 2011; BORDONE,
GUARENTE, 2005). H4 mais de sete décadas, um estudo também ja havia
relacionado a RC ao aumento da sobrevida em roedores (MCCAY et., 1935).

Alternativa a tradicional RC, varios estudos tém aplicado a alimentacéo
intermitente (Al), também denominada jejum intermitente ou alimentacdo em dias
alternados, que consiste em intervencdo dietética envolvendo ciclos de jejum e
alimentacao, geralmente, com duracdo de 24 horas cada (AHMET et al., 2005;
AHMET et al., 2011; CERQUEIRA et al., 2011). Na Al, a ingestdo € ad libitum em
periodos alternados, ou seja, a ingestdo total de calorias ndo precisa ser limitada,
mas sim a frequéncia de consumo de alimentos. A Al também tem sido associada ao

aumento da longevidade (GOODRICK et al, 1982, 1983) e a reducgdo do risco para
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doencas crbnicas, como distlrbios cardiovasculares (VARADY, HELLERSTEIN,
2007; AHMET et al., 2005; AHMET et al., 2011).

A Al recentemente atraiu mais atencdo da comunidade cientifica porque
estudos experimentais tém destacado o seu potencial para atenuar anormalidades
metabdlicas (ANSON et al., 2003).

Em humanos ndo obesos submetidos a protocolo de Al por periodo de trés
semanas, foram observados aumento da concentracao sérica de HDL, reducéo da
concentracdo de triglicérides, além de diminuicdo da massa corporal total e da
massa adiposa e aumento da taxa de oxidacdo de gordura. Entretanto, ndo foi
verificada alteracao significativa na pressao arterial (HEILBRONN et al., 2005).

Em ratos submetidos a Al por longo periodo, ocorre reducdo da frequéncia
cardiaca, da pressao arterial sistolica e diastolica (MAGER et al., 2006; WAN et al.,
2003). Alem disso, a magnitude do efeito sobre a frequéncia cardiaca e presséo
arterial mostrou-se semelhante entre Al e RC, 0 que sugere que a Al pode ser tdo
benéfica quanto a RC na modulacéo destas variaveis (MAGER et al., 2006). Outro
estudo ainda observou melhora do perfil lipidico, com reducdo das concentracdes
de colesterol e de triglicérides, apds oito semanas de Al em ratos adultos
(KRIZOVA, SIMEK, 1996). Também foi observado na RC experimental um aumento
da sensibilidade a insulina, com consequente reducéo da glicemia e da insulinemia,

resultando na melhora da tolerancia a glicose (WAN et al., 2003).

2.2 Alimentacéao Intermitente, Exercicio Fisico e Musculatura Esquelética

Embora varios efeitos metabodlicos e cardiovasculares ja tenham sido
estudados, pouco se sabe sobre a influéncia da Al sobre o fen6tipo muscular. O
crescimento muscular pode ser reduzido ou comprometido por alimentacao
inadequada ou reducdo no consumo de energia, 0 que resulta na diminuicdo de
indicadores de crescimento muscular, incluindo o tamanho total do musculo e a area
seccional transversal das fibras (LEWIS, SIECK, 1992), e caracteristicas funcionais,
tais como as propriedades de contracdo e de relaxamento (NISHIO, JEEJEEBHOY,
1991), capacidade aerdbia (LAYMAN et al.,, 1981) e a resisténcia a fadiga
(BARCLAY, LOISELLE, 1992). O principal efeito da RC sobre a musculatura

esquelética descrito na literatura € a reducdo do tamanho da fibra, sendo que as
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fibras de contracdo rapida (tipo Il) sdo mais suscetiveis as condic¢des atréficas que
as fibras de contragéo lenta (tipo 1). Em ratos machos, a RC promoveu reducéo de
proteina total e da massa do musculo plantar (rapido), alteracdes estas que nao
foram observadas no musculo séleo (lento) (ALMURSHED, GRUNEWALD, 2000).

A perda de massa muscular induzida pela RC pode ser atenuada pelo
exercicio fisico. Em um estudo, a redugdo do crescimento do musculo plantar em
consequéncia da restricao calérica foi atenuada por sobrecarga funcional, induzida
por resseccdo do muasculo gastrocnémio em ratos (ALMURSHED, GRUNEWALD,
2000). Em ratos submetidos a exercicio fisico e RC, a area seccional dos muasculos
séleo e extensor longo dos dedos foi menor do que em ratos submetidos a exercicio
fisico e dieta ad libitum, demonstrando que a RC previne a hipertrofia muscular
induzida pelo exercicio em esteira (MAXWELL et al., 1992).

Em estudo clinico, individuos obesos submetidos a Al e exercicio fisico
apresentaram reducdo do peso corporal, circunferéncia da cintura, massa de
gordura, associada a manutencdo da massa magra. Além disso, foi observada
diminuicdo da concentracdo sérica de LDL e aumento do HDL (BHUTANI et al.,
2013).

2.3 Miostatina

A miostatina, proteina também conhecida como fator de crescimento e
diferenciacdo-8 (GDF-8), regula o crescimento de musculos esqueléticos durante o
desenvolvimento embrionario e na vida adulta (MCPHERRON et al., 1997). Estudos
experimentais mostraram correlacdo negativa entre expressdo de miostatina e
massa muscular (LEE, 2004). Em modelos experimentais, a expressado de miostatina
também foi associada a expressédo de cadeias pesadas de miosina do tipo Il em
musculo esquelético (WHITTEMORE et al.,, 2003). A sinalizacdo intracelular
decorrente da estimulacdo da miostatina ocorre por meio de sua interacdo,
principalmente, com receptores de activina IIB e, em menor intensidade, com
receptores de activina IlA (LEE et al., 2005). Entretanto, a proteina folistatina pode
se ligar a miostatina, agindo como sua antagonista e impedindo a interacdo da
miostatina ao seu receptor (LEE, MCPHERRON, 2001).
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O aumento da miostatina pode ser induzido pelo TNF-a por mecanismo
dependente do NF-kappaB, em cultura de células musculares (ZHANG et al., 2011;
SRIRAM et al.,, 2011). Além disso, alguns estudos apontam que a miostatina
promove ativacdo do sistema ubiquitina-proteassoma, principalmente das proteinas
MuRF-1 e atrogina-1, e reduz a ativacao da proteina Akt, levando ao aumento da
degradacao e reducédo da sintese proteica (ZHANG et al., 2011, MCFARLANE et al.,
2006). Adicionalmente, a miostatina também pode modular a funcdo de células
satélites, inibindo a expressao de fatores de regulacdo miogénica, como MyoD e
miogenina (ZHANG et al., 2011) e contribuindo para o processo de atrofia.

Na literatura, varios estudos mostram que a perda de massa muscular,
frequentemente observada em doencas crbnicas, como cancer, insuficiéncia
cardiaca, AIDS e doenca pulmonar obstrutiva crénica, pode ser modulada pela
miostatina (AVERSA et al., 2011; COSTELLI et al, 2008; GONZALEZ-CADAVID et
al.,1998; LENK et al., 2009; LIMA et al., 2010; DAMATTO et al., 2013; DAMATTO,
2014). A participacdo da via da miostatina foi verificada em ratos caquéticos
portadores de tumor no figado (COSTELLI et al, 2008). Em humanos, dados
recentes sugerem que alteracbes na expressdo de miostatina também estéao
presentes em seres humanos afetados por cancer de estdbmago e de pulméo
(AVERSA et al., 2011). Em modelo experimental de insuficiéncia cardiaca induzida
por infarto do miocardio, verificou-se aumento da expressao proteica de miostatina
no musculo gastrocnémio (LENK et al., 2009) e reducdo da expressao de folistatina
no muasculo soéleo de ratos (LIMA et al., 2010). Em pacientes infectados pelo HIV, foi
detectado aumento nas concentracfes seéricas e intramusculares de proteina
imunorreativa da miostatina. (GONZALEZ-CADAVID et al.,1998). Outros estudos
tém demonstrado alteracdes na expressao da miostatina em pacientes com DPOC,
tanto em muasculos esqueléticos periféricos (MAN et al., 2010) quanto no diafragma
(TESTELMANS et al., 2010).

Existe uma escassez de estudos que relacionam RC e a via da miostatina.
Porém, um estudo avaliou a influéncia da RC sobre a musculatura esquelética de
camundongos com delecdo do gene da miostatina (MSTN /), 0os quais apresentam
aumento do numero e tamanho das fibras musculares. Apds periodo 5 semanas de

RC, os autores observaram reducdo no tamanho das fibras, alteracdo na
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composicdo dos tipos de fibras e nas propriedades contrateis de musculos
esqueléticos destes camundongos (MATSAKAS et al., 2013).

Entretanto, ndo foram encontrados estudos avaliando a relagdo entre Al,
atrofia muscular e a via da miostatina e a influéncia do exercicio fisico sobre a

musculatura esquelética nessas condi¢des.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do exercicio fisico sobre a via

da miostatina e o fendtipo muscular de ratos submetidos a alimentacgédo intermitente.

3.20Dbjetivos Especificos

- Avaliar a influéncia do exercicio fisico e da alimentacao intermitente sobre a
tolerancia ao exercicio, composi¢cado corporal e perfil bioquimico sérico em

ratos;

- Avaliar a morfologia geral e mensurar as areas seccionais transversas das

fibras musculares nos musculos gastrocnémio (porcao branca) e soleo;

- Analisar proteinas relacionadas a via da miostatina na musculatura

esquelética.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Grupos experimentais e protocolo de exercicio fisico

Para a realizagéo deste estudo, foram utilizados 40 ratos Wistar machos com
60 dias de idade, disponibilizados do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Saude da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, UFMS. Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas (trés animais por caixa), ambiente com
ciclos de iluminacdo de 12 horas e controle de temperatura (22 + 2°C) e umidade
(55 £ 5%). Para a realizagcdo da pesquisa, 0os animais foram aleatoriamente
distribuidos em quatro grupos: Controle Sedentario (C-S), Alimentacao Intermitente
Sedentario (Al-S), Controle Exercicio Fisico (C-EF) e Alimentacdo Intermitente e
Exercicio Fisico (AI-EF). Todos os grupos experimentais foram tratados com dieta
normocaldrica (ragcdo comercial padrdo para roedores, Nuvilab®, Brasil), composta
por 51,89% de carboidrato, 22,42% de proteina, 7,37% de lipideos, 7,46% de
cinzas, 10,86% de umidade e 3,64 kcal/g. Enquanto os grupos C-S e C-EF foram
tratados diariamente com racdo ad libitum, sem restricdes, os animais dos grupos
Al-S e AI-EF receberam a mesma racao padrdao, administrada ad libitum em dias
alternados com dias de jejum total. O consumo de racao foi controlado diariamente.

Os animais dos grupos C-EF e AI-EF foram submetidos a protocolo de
corrida em esteira rolante, elaborado de acordo com estudos prévios (EMTER et al.,
2005; PAGAN et al., 2015). Antes do inicio do protocolo de exercicio, todos o0s
animais foram submetidos a um periodo de adaptacédo, durante o qual ocorreram
cinco sessbes de exercicio em dias subsequentes com velocidade constante de 5
m/min e duracao de 5, 15, 30, 45 e 60 minutos da primeira até a quinta sessao,
respectivamente.

Posteriormente, foi iniciado o protocolo composto por 5 sessdes de exercicio
por semana durante 90 dias. A velocidade foi aumentada progressivamente ao
longo das semanas, ao mesmo tempo em que a duracdo das sessoes foi reduzida
(12 — 32 semanas: 7,5 a 12 m/min, 60-40 min; 42 — 62 semanas: 15 m/min, 40 min; 72
— 92 semanas: 18 m/min; 35 min; 102 — 122 semanas: 19 m/min, 15-25 min).

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o “Guide

for the Care and Use of Laboratory Animals”, publicado pelo “U. S. National
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Institutes of Health” (COMMITTEE ON CARE AND USE OF LABORATORY
ANIMALS, 1985). O projeto foi aprovado pelo Comité de ética no uso de animais da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS (protocolo 615/ 2014).

4.2 Teste de tolerancia ao exercicio

Para verificar o comportamento da tolerancia ao exercicio, foi realizado teste
de esforgo, utilizando-se protocolo incremental para ratos previamente descrito
(CARVALHO et al.,, 2005). O protocolo foi executado ao final do periodo
experimental. Os animais C-S e Al-S também foram submetidos a um periodo de
adaptacdo, conforme descrito anteriormente, para a familiarizacdo com a
manipulagédo envolvida no protocolo experimental. O teste foi iniciado com um
aquecimento de 5 min em velocidade de 5 m/min. Apés 1 min de recuperacéo
passiva, o animal foi submetido a esfor¢co progressivo, com velocidade inicial de 6
m/min e incrementos de 3 m/min a cada 3 minutos. O protocolo foi finalizado quando
o animal atingiu a exaustdo, a qual foi definida como recusa a corrida, mesmo sob
estimulacdo fisica por meio de leve toque no dorso do animal, ou quando a
coordenacéo entre as passadas se apresentou dificultada.

A tolerancia ao exercicio foi avaliada pela distancia percorrida (m) e pelo

tempo total (min) do teste.

4.3 Eutanasia dos animais e coleta de tecidos

Os animais foram mantidos em jejum por um periodo de 12 horas, submetidos
a anestesia intraperitoneal com cetamina (60 mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e
eutanasiados por decapitacdo. O sangue foi coletado e, a seguir, centrifugado em
temperatura ambiente a 3000 rpm, por 10 min, para obtencdo de soro. Os musculos
gastrocnémio e séleo de ambos os membros posteriores foram dissecados,
pesados, separados em amostras e imediatamente congelados em nitrogénio
liquido e armazenados a -80°C até o momento das analises. Posteriormente, foi
executada laparotomia mediana para remoc¢éo de tecidos adiposos brancos dos

compartimentos retroperitoneal e epididimal.
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4.4 Perfil bioguimico sérico

A concentracdo sérica de triglicerideos, colesterol total e fracdes (LDL:
Lipoproteina de Baixa Densidade; HDL: Lipoproteina de Alta Densidade), proteina
total e albumina foi avaliada por método enzimatico com kits especificos (Kovalent
diagnosis, Kovalent do Brasil Ltda., Rio de Janeiro/RJ) (OLIVEIRA et al., 2010) e as
leituras foram realizadas por espectrofotometria em sistema automatizado. A
concentracdo sérica de VLDL (Lipoproteinas de muito baixa densidade) e a fracdo
ndo-HDL foram obtidas por meio de célculos (VLDL = triglicerideos/5; ndao-HDL =

colesterol total —-HDL).

4.5 Andlise histolégica da musculatura esquelética

Fragmentos dos musculos gastrocnémio (porcdo branca) e soOleo foram
utilizados para obtencéo de cortes histolégicos transversais (espessura de 10 um)
em criostato a -20 °C. Cortes corados pela técnica de hematoxilina e eosina foram
utilizados para analise de morfologia geral e mensuracdo da area seccional
transversa das fibras musculares. Foram analisadas, pelos menos, 200 fibras
musculares por amostra muscular (DUBOWITZ, 1985). As imagens foram obtidas
utilizando-se microscopio Leica DM5500B (Wetzlar, Alemanha) acoplado ao sistema
Leica Application Suite version 4.0.0 (Heerbrugg, Suica) de analise de imagens

computadorizado.

4.6 Analise da expressao de proteinas relacionadas a via da miostatina por

Western blot

A expressdo de proteinas relacionadas a via da miostatina (miostatina e
folistatina) foi avaliada pela técnica de Western blot (DAMATTO et al., 2013;
MARTINEZ et al., 2010; LIMA et al.,, 2014) no musculo gastrocnémio (por¢ao
branca) e sodleo.

Fragmento muscular foi homogeneizado em tampao de extragao (800 puL/100

mg tecido) contendo NaCl 100 mM, TritonX-100 1% (v/v), desoxicolato de sodio
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0,5% (m/v), dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,1 % (m/v), glicerol 10% (v/v) Tris 10
mM (ph 7,4), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM, &cido etilenoglicol
tetra-acético (EGTA) 1mM, ortovanadato de sédio 1 mM, NaF 10 mM e inibidores de
proteases (codigo P2714, Sigma-Aldrich). A seguir, as amostras foram centrifugadas
a 12.000 g, a 4 °C, por 20 minutos. O sobrenadante foi recolhido e separado em
aliquotas, as quais foram armazenadas a -80 °C. Uma das aliquotas foi utilizada
para quantificacdo de proteina pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). As
amostras foram acrescidas de tampé&o Laenmli (Sigma S3401), na proporgao 1:1, e
posteriormente aquecidas a 100 °C por 5 minutos em banho seco. Posteriormente,
0s extratos proteicos (50 pg) foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 4 °C (30 min a 50 V e 2 h a 120 V). Ap0s eletroforese, as proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose em sistema de transferéncia
umido por 90 min a 120 V, a 4 °C. A seguir, a membrana foi incubada em solucéo de
leite desnatado 5% em temperatura ambiente por 1 h (bloqueio) para prevenir
ligacOes inespecificas com os anticorpos primario e secundario. A membrana foi,
entdo, lavada com TBST (tampéao contendo Tris, NaCl e Tween 20) e incubada
durante a noite, a 4 °C, com anticorpo primario especifico para cada proteina. No
dia subsequente, a membrana foi lavada com TBST e incubada a temperatura
ambiente por 90 min com anticorpo secundario (conjugado a peroxidase) adequado
para ligacdo com o anticorpo primario utilizado, de acordo com recomendacédo do
fabricante. A seguir, apdés incubacdo da membrana com Luminata™ Classico
Western HRP Substrate (Millipore Corporation, Billerica, USA) para deteccdo do
anticorpo ligado a membrana, foi obtida a autorradiografia.

Apébs obtencédo do filme, a membrana foi incubada com Restore Western Blot
Stripping Buffer (Pierce Protein Research Products, Rockford, USA) para remocéao
dos anticorpos ligados a membrana. A seguir, foi realizado novamente o processo
de bloqueio e a membrana foi incubada durante a noite, a 4 °C, com anticorpo
primario para a proteina constitutiva GAPDH. O procedimento prosseguiu da mesma
forma como descrito anteriormente até a deteccdo do sinal e obtencdo da
autorradiografia.

Os filmes foram digitalizados e as bandas quantificadas por densitometria
utilizando-se o programa Gel Pro 3.1. Os resultados obtidos para as proteinas alvo

foram normalizados pelos resultados da proteina constitutiva GAPDH.
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Anticorpos primarios (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA): anti-
miostatina (sc-6885-R); anti-folistatina (sc-30194); anti-GAPDH (sc-32233).
Anticorpos secundarios (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA): goat
anti-rabbit (sc-2004); goat anti-mouse (sc-2005).

4.7 Anélise estatistica

Os dados estdao apresentados em medidas descritivas de posicdo e
variabilidade. Para comparacdo entre os grupos, foi realizada andlise de variancia
de duas vias (ANOVA) complementada com teste de Tukey (comparacbes de
interesse: C-S x Al-S, C-S x C-EF, AI-S x Al-EF, C-EF x AI-EF), utilizando-se o

programa Sigma Stat versao 3.5. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

Ao final do periodo experimental, a toleréancia ao exercicio foi avaliada por
meio de teste de esfor¢co incremental em esteira rolante. Entretanto, 5 animais dos
grupos C-S, 3 do grupo Al-S e 1 do grupo AI-EF mostraram-se resistentes a
realizacdo do exercicio e nao completaram o teste. Na figura 1 (A e B), estdo
apresentadas as variaveis relacionadas ao teste de tolerAncia ao exercicio.
Considerando os animais que atingiram a exaustdo durante o teste, a analise de
variancia de duas vias mostrou que houve influéncia do fator exercicio fisico sobre
as variaveis distancia percorrida (C-S: 238,8+134,8; AIl-S: 226,7+75,1; C-EF:
364,8+137,1; Al-EF: 356,3£150,2 m; ANOVA fator dieta: p=0,833; fator EF: p=0,014;
interacdo: p=0,970; figura 1A) e tempo total de teste (C-S: 17,2+5,8; Al-S: 17,0+5,8;
C-EF: 22,5+4,7; AI-EF: 22,0+5,8 min; fator dieta: p=0,853; fator EF: p=0,010;
interacdo: p=0,937; figura 1B), porém nao foi detectada diferenca significativa entre

0Ss grupos pelo teste de Tukey.
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Figura 1 — Distancia percorrida (A) e tempo total de teste (B) incremental de
tolerancia ao exercicio em esteira rolante. Grupos: Controle Sedentario (C-S),
Alimentagdo Intermitente Sedentario (Al-S), Controle Exercicio Fisico (C-EF) e
Alimentagéo Intermitente e Exercicio Fisico (Al-EF). Valores expressos em média +
desvio padrdo. ANOVA de duas vias.
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Na tabela 1, estdo apresentadas as variaveis de composicdo corporal. A
massa corporal foi menor no grupo Al-S quando comparado ao C-S e néo houve
diferenca estatistica nas demais comparacdes. Em relacdo aos depdsitos de
gordura, ndo houve diferenca entre os grupos para a massa de gordura epididimal.
No entanto, a massa de gordura retroperitoneal foi menor nos grupos exercitados
(C-EF e AI-EF) em comparacao aos seus respectivos controles sedentarios (C-S e
Al-S). No que concerne a musculatura esquelética, a massa do musculo
gastrocnémio, em valores absolutos, foi menor nos grupos submetidos a
alimentacao intermitente (AI-S e AI-EF) em comparacdo aos seus respectivos
controles (C-S e C-EF), porém foi maior no grupo Al-EF que no grupo Al-S. J& em
valores relativos, normalizados pelo comprimento da tibia, a massa do musculo
gastrocnémio foi menor nos grupos submetidos a alimentacao intermitente (Al-S e
AlI-EF) em comparacdo aos seus respectivos controles (C-S e C-EF) e ndo houve
diferencga significativa entre os grupos Al-EF e AI-S. A massa do musculo séleo
esquerdo, em valores absolutos ou normalizados pelo comprimento da tibia, foi
menor no grupo Al-S que no grupo C-S e nao houve diferenca significativa para as

demais comparacoes.

Tabela 1 — Variaveis de composicao corporal

Grupos Fatores (valor de p)
Variavel
C-s Al-S C-EF Al-EF Dieta EF Interag&o
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

MC Final (g) 389+51 331+30* 384%33 357%23 <0,001 0,372 0,181
Gordura epididimal (g) 4,7%0,9 3,9%1,9 4,3%1,2 3,510,6 0,059 0,292 0,950
Gordura retroperitoneal (g) 3,0%0,7 2,4%1,1 2,0+0,9* 1,5%0,5# 0,047 0,002 0,853
Gastrocnémio Esquerdo (g) 2,36%0,28 1,92+0,27* 2,3530,17  2,12%0,13#t <0,001 0,172 0,137
Gastrocnémio/Tibia (mg/mm)  59,37+6,16 49,43%6,11* 50,05%3,79 54,52+3,97# <0,001 0,151 0,104
Séleo Esquerdo (g) 0,18%0,03 0,14%0,02* 0,17%0,02 0,16%0,02 <0,001 0,802 0,045
Séleo/Tibia (mg/mm) 4,64%0,62 3,70%0,55* 4,30%0,39 4,12%0,53 0,002 0,814 0,031

MC: Massa corporal. Grupos: Controle Sedentério (C-S), Alimentacao Intermitente Sedentério (Al-S),
Controle Exercicio Fisico (C-EF) e Alimentacdo Intermitente e Exercicio Fisico (Al-EF). Valores
expressos em media + desvio padrdo. ANOVA de duas vias e teste de Tukey; * p <0,05 vs. Grupo C-
S; # p <0,05 vs. grupo Al-S; 1 p <0,05 vs. C-EF.
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Variaveis relacionadas ao perfil bioquimico sérico estdo descritas na tabela
2. A concentracdo sérica de triglicérides foi maior nos grupos submetidos a
alimentacdo intermitente (Al-S e AI-EF) em comparagcdo aos seus respectivos
controles (C-S e C-EF) e maior no grupo Al-EF em comparacao ao grupo Al-S. Ja o
colesterol total foi menor no grupo Al-S quando comparado ao C-S e nao houve
diferenca estatistica nas demais comparacdes. No que concerne as fracdes de
colesterol, ndo houve diferenca significativa entre os grupos para os valores de
HDL. O LDL foi menor no grupo Al-EF em relacdo ao C-EF e menor em C-EF e Al-S
gue no grupo C-S. Por sua vez, os valores de VLDL foram maiores nos grupos
submetidos a alimentacao intermitente (Al-S e AI-EF) em comparacdo aos seus
respectivos controles (C-S e C-EF) e maior no grupo Al-EF maior que no Al-S. A
fracdo ndo-HDL foi menor nos grupos Al-S e C-EF que no grupo C-S. O grupo Al-S
apresentou menor concentracao séria de proteina total que o grupo C-S e néo
houve diferenca estatistica entre os demais grupos. A concentracdo seérica de
albumina foi maior no grupo Al-EF quando comparado ao grupo Al-S e nao houve

diferenca estatistica para demais comparacoes.

Tabela 2 — Perfil bioquimico sérico

Grupos Fatores (valor de p)
Variavel
C-S Al-S C-EF Al-EF Dieta EF Interacgdo
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Triglicérides (mg/dL) 37,5%11,5 50,8+10,6* 40,2+15,8 63,1+14,9#f <0,001 0,086 0,263
Colesterol T (mg/dL) 60,915,0 52,1%8,7* 56,919,3 54,618,6 0,037 0,758 0,210
HDL (mg/dL) 25,0+1,8 26,2+3,4 26,4+3,8 28,4124 0,093 0,065 0,708
LDL (mg/dL) 29,3155 14,5+4,3* 21,41+4,9* 12,0+6,41 <0,001 0,004 0,116
VLDL (mg/dL) 7,5%£2,3 10,2+2,1* 8,0£3,2 12,6£3,0#4t <0,001 0,086 0,263
N&o-HDL (mg/dL) 35,9+4,1 25,9+6,5* 28,7+2,6* 25,6+5,8 <0,001 0,021 0,035
Proteina T (g/dL) 5,5+0,2 5,3+0,2* 5,5+0,2 5,4+0,2 0,013 0,973 0,402
Albumina (g/dL) 3,1+0,1 3,1+0,1 3,2+0,1 3,2+0,1# 0,075 0,007 0,885

T: Total; LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade; VLDL: Lipoproteinas de muito baixa densidade;
HDL: Lipoproteina de Alta densidade; ndo-HDL.: diferen¢a entre a concentracéo de colesterol total e a
concentracdo de HDL. Proteina T: proteina total. Grupos: Controle Sedentario (C-S), Alimentacao
Intermitente Sedentario (Al-S), Controle Exercicio Fisico (C-EF) e Alimentacdo Intermitente e
Exercicio Fisico (Al-EF). Valores expressos em média + desvio padrdo. ANOVA de duas vias e teste
de Tukey; * p <0,05 vs. Grupo C-S; # p <0,05 vs. grupo Al-S; 1 p <0,05 vs. C-EF.
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A mensuragdo das areas seccionais transversas das fibras musculares dos
musculos gastrocnémio e soleo foi realizada através de cortes histologicos
transversais corados em hematoxilina e eosina (figura 2). A analise de variancia de
duas vias mostrou que houve influéncia do fator dieta sobre a area seccional
transversa no musculo gastrocnémio (C-S: 3792+207; AIl-S: 2956+316; C-EF:
3596+228; AI-EF: 3119,3+432 um? ANOVA fator dieta: p=<0,001; fator EF: p=0,889;
interagdo: p=0,137; figura 3A). Pelo teste de Tukey, verificamos que a area
seccional transversa das fibras do musculo gastrocnémio foi significativamente
menor no grupo Al-S quando comparado ao grupo C-S e menor no grupo Al-EF em
relacdo ao C-EF; ndo houve diferenca estatistica para as demais comparacoes.
Para o musculo soOleo, a analise de variancia de duas vias mostrou que houve
influéncia do fator dieta sobre a area seccional transversa das fibras musculares e
interacdo significativa entre os fatores (C-S: 3878x577; Al-S: 3194+350; C-EF:
3650+391; AI-EF: 3646+182 pm?% ANOVA fator dieta: p=0,032; fator EF: p=0,466;
interacdo: p=0,034; figura 3B). Pelo teste de Tukey, a area seccional transversa das
fibras do muasculo soéleo foi significativamente menor no grupo AI-S quando
comparado ao grupo C-S e maior no grupo Al-EF em relacdo ao Al-S; ndo houve

diferenca estatistica para as demais comparacoes.
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Figura 2 — Cortes histolégicos do musculo gastrocnémio (A) e séleo (B), corados
com hematoxilina-eosina. Grupos: Controle Sedentario (C-S), Alimentacdo
Intermitente Sedentario (AI-S), Controle Exercicio Fisico (C-EF) e Alimentagéo
Intermitente e Exercicio Fisico (Al-EF).
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Figura 3 — Area seccional transversa das fibras musculares esqueléticas. A:
musculo gastrocnémio (porgdo branca); B: muasculo soleo. Grupos: Controle
Sedentario (C-S), Alimentacdo Intermitente Sedentario (Al-S), Controle Exercicio
Fisico (C-EF) e Alimentacdo Intermitente e Exercicio Fisico (AI-EF). Valores
expressos em média + desvio padrdo; ANOVA de duas vias e teste de Tukey; * p
<0,05 vs. Grupo C-S; # p <0,05 vs. grupo Al-S; 1 p <0,05 vs. C-EF.
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A expressao proteica de miostatina e de sua antagonista folistatina foi
avaliada pela técnica de Western blot (tabela 3). A analise de variancia de duas
vias mostrou que houve influéncia do fator exercicio fisico sobre a expresséo
proteica de miostatina no musculo gastrocnémio. Pelo teste de Tukey, verificamos
gue a expressdo de miostatina foi significativamente menor no grupo C-EF quando
comparado ao grupo C-S e nao houve diferenca estatistica para as demais
comparacdes. Em relacdo a expressao de miostatina no musculo gastrocnémio, 0s
grupos foram semelhantes. No musculo séleo, a expressdo de miostatina e

folistatina néo diferiu entre os grupos.

Tabela 3 — Expressao proteica de miostatina e folistatina avaliada por Western Blot

Grupos Fatores (valor-p)

Variavel
C-S Al-S C-EF AI-EF  Dijeta  EF Interag&o

(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Gastrocnémio

Miostatina/GAPDH  1,0+0,3 0,9+0,3 0,8%0,1* 0,8+0,1 0,243 0,013 0,300
Folistatina/lGAPDH 1,0+0,2 0,9+0,2 0,9+0,2 0,8%0,2 0,125 0,109 0,589
Soleo

Miostatina/GAPDH  1,0+0,2 0,9+0,1 0,9#0,1 0,9+0,1 0,105 0,730 0,223
Folistatina/lGAPDH 1,0+0,3 1,0+0,3 0,9+0,2 0,9+0,3 0,766 0,195 0,856

Grupos: Controle Sedentério (C-S), Alimentacéo Intermitente Sedentario (Al-S), Controle Exercicio
Fisico (C-EF) e Alimentac&o Intermitente e Exercicio Fisico (Al-EF). Valores expressos em média +
desvio padréo (unidades arbitrarias). ANOVA de duas vias e teste de Tukey; * p <0,05 vs. Grupo C-
S.
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6 DISCUSSAO

Embora a literatura apresente relevantes trabalhos relacionados a exercicio
fisico e Al, ndo foram encontrados trabalhos sobre a associacdo desses fatores e a
via da miostatina na musculatura esquelética. Assim, no presente estudo, foi
avaliada a influéncia do exercicio fisico sobre a via da miostatina e o fendtipo
muscular de ratos submetidos a alimentagao intermitente.

Inicialmente, a Al promoveu reducdo da massa corporal nos ratos. O
exercicio fisico, por sua vez, reduziu a massa de gordura retroperitoneal, efeito
potencializado pela Al. Em estudo clinico, individuos obesos submetidos a Al e
exercicio fisico apresentaram reducdo do peso corporal, circunferéncia da cintura,
massa de gordura, associada a manutengcdo da massa magra (BHUTANI et al.,
2013). De forma semelhante, em humanos n&do obesos submetidos a protocolo de Al
por periodo de trés semanas, foi observada diminuicdo da massa corporal total e da
massa adiposa (HEILBRONN et al., 2005).

Em relacdo ao perfil bioquimico sérico, no presente trabalho, a Al reduziu a
concentracdo de colesterol total, as fracdbes LDL e ndo-HDL e aumentou a
concentracao de triglicerideos e de VLDL. O exercicio fisico também reduziu as
fracbes LDL e ndo-HDL, porém potencializou o aumento de triglicerideos quando
associado a Al. Achados semelhantes foram encontrados em estudo clinico, em que
individuos obesos submetidos a Al e exercicio fisico apresentaram diminuicdo da
concentracdo sérica de LDL, além de aumento do HDL (BHUTANI et al., 2013).
Outros autores observaram reducédo das concentracdes de colesterol e também de
triglicérides, apos oito semanas de Al em ratos adultos (KRIZOVA, SIMEK, 1996).
Uma das justificativas para os resultados divergentes em relacdo a concentracao de
triglicérides pode ser relacionada ao tempo de exposicédo a dieta, que foi maior no
presente trabalho (12 semanas). Outros autores também verificaram que animais
submetidos a Al por longo periodo (32 semanas) apresentaram alteracdes
metabdlicas sistémicas (CERQUEIRA et al. 2011). Além disso, é possivel que a Al,
por meio da liberagcdo de catecolaminas, tenha acentuando a lipdlise, o que
contribuiria para o aumento dos niveis circulantes de triglicérides (WAKI,

TONTONOZ, 2007), fundamentando os achados do presente estudo.
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Os grupos submetidos a Al apresentaram menor concentracdo sérica de
proteina total e a concentragdo sérica de albumina foi maior no grupo Al-EF quando
comparado ao grupo Al-S. Os achados relacionados a proteina total assemelham-se
a dados encontrados em estudo com ratos machos, em que a RC promoveu
reducdo de proteina total (ALMURSHED, GRUNEWALD, 2000).

Concernente a capacidade funcional, os animais submetidos a protocolo de
exercicio fisico apresentaram melhor desempenho no teste de tolerancia ao esforco,
considerando a distancia percorrida e o tempo total de teste. Entretanto, a Al néo
teve influéncia sobre estas varidveis. Estes resultados sdo bastante consistentes e
semelhantes a diversos trabalhos sobre exercicio fisico (DAMATTO et al., 2013,
GOMES, 2015).

Em relagdo a musculatura esquelética, a Al reduziu a massa dos musculos
sb6leo e gastrocnémio, porém, o exercicio fisico em esteira rolante atenuou ou
reverteu a perda de massa muscular. Além disso, a Al promoveu reducéo da area
seccional transversa das fibras musculares nos musculos sdleo e gastrocnémio.
Entretanto, o exercicio em esteira rolante preveniu a atrofia das fibras apenas no
musculo so6leo. O crescimento muscular pode ser reduzido ou comprometido por
alimentacdo inadequada ou reducdo no consumo de energia, 0 que resulta na
diminuicdo de indicadores de crescimento muscular (LEWIS, SIECK, 1992). Sabe-
se que o principal efeito da RC sobre a musculatura esquelética € a reducdo do
tamanho da fibra (ALMURSHED, GRUNEWALD, 2000). Em estudo conduzido por
Ballor e col., a perda de massa muscular induzida por RC, assim como no presente
trabalho, também foi atenuada pelo exercicio fisico (BALLOR et al., 1990). Em outro
estudo, a reducdo do crescimento do musculo plantar em consequéncia da RC foi
atenuada por sobrecarga funcional, induzida por resseccdo do musculo
gastrocnémio em ratos (ALMURSHED, GRUNEWALD, 2000). Em ratos idosos, a
RC preveniu a hipertrofia muscular induzida pelo exercicio em esteira (MAXWELL et
al., 1992). Nos trabalhos citados anteriormente, foi utilizada a RC tradicional e ndo o
modelo de Al. Apesar desta diferenca, os achados se assemelham aos resultados
do presente estudo.

Por fim, o exercicio fisico parece ter efeito sobre a expressado proteica de
miostatina no musculo gastrocnémio. Verificamos que, no musculo gastrocnémio, a

expressdo de miostatina foi significativamente menor no grupo C-EF quando
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comparado ao grupo C-S. J4 a expresséao de folistatina ndo foi influenciada pela Al
ou pelo exercicio fisico. Em um estudo com camundongos com dele¢éo do gene da
miostatina (MSTN /), a RC, por periodo de cinco semanas, reduziu a massa
muscular (MATSAKAS et al., 2013). Além disso, na literatura, varios estudos
mostram que a perda de massa muscular, frequentemente observada em doencas
cronicas, como cancer, insuficiéncia cardiaca, AIDS e doenca pulmonar obstrutiva
cronica, pode ser modulada pela miostatina (DAMATTO et al., 2013, DAMATTO,
2014, AVERSA et al., 2011, LENK et al., 2009, LIMA et al., 2010). Por outro lado,
em modelo experimental de insuficiéncia cardiaca induzida por infarto do miocardio,
verificou-se reducdo da expressédo proteica de miostatina no masculo gastrocnémio
em ratos submetidos a exercicio fisico (LENK et al., 2009), o que evidencia o

potencial do exercicio fisico para modular a expressao de miostatina.
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7 CONCLUSOES

A alimentacdo intermitente promove atrofia dos musculos soOleo e
gastrocnémio em ratos, que pode ser prevenida pelo exercicio fisico em esteira
rolante. A via da miostatina, apesar de ser modulada pelo exercicio fisico, ndo
parece estar envolvida no processo de atrofia muscular associada a alimentacdo

intermitente.
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