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LISTA DE ABREVIATURAS
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LISTA DE ABREVIATURAS

AMPK - proteina cinase ativada por AMP

GLUTA4 — proteina transportadora de glicose 4

IkB — inibidor do fator nuclear Kappa B

IKK b- subunidade catalitica B da proteina cinase IkB

IL-1B - interleucina-1p3

IL-6 — interleucina 6

ITT — teste de tolerancia a insulina

IRS-1 — substrato do receptor de insulina 1

JNK - cinase c-Jun N-terminal

[La] - lactato

MAPK p38 - proteina cinase ativada por mitégeno p-38

NFkB - fator nuclear Kappa B

PC — Peso Corporeo

PCr - fosfatocreatina

PGC1-a - coativador-1 alfa do receptor proliferdor-ativador de peroxissomos [
PI3-k - fosfatidil-inositol-3-cinase

PkB - proteina cinase B

PkC - proteina cinase C

SOCS3 — proteina supressora da sinalizagao de citocinas tipo 3
STAT - proteina de ativacao da transcricao e de transducéao de sinalizacao
TAG — triglicerideos

TGIM — triglicérides intra-musculares

TNF-o - fator de necrose tumoral alfa
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APRESENTACAO
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Este modelo alternativo de dissertacdo contempla o material originado a partir
da pesquisa intitulada “Efeito do treinamento aerobio e do treinamento
anaerdbio na expressao de citocinas e de transportador de glicose GLUT4
no tecido muscular esquelético de ratos obesos”, realizada no Laboratério
do Grupo de Pesquisa em Fisiologia — GPFis, da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia — FCT/UNESP, campus de Presidente Prudente.

Em consonéncia com as regras do programa de pds graduagcao em Fisioterapia
desta unidade, o presente material esta dividido nas seguintes sessoes:

e Introducdo, para contextualizagdo do tema pesquisado;

e Artigo I: Panveloski-Costa AC, Brandao BB, Pinto Junior DAC, Papoti M,
Seraphim PM. “O treinamento aerdbio de baixa intensidade melhora o
quadro inflamatério muscular e a sensibilidade a insulina em ratos
obesos” a ser submetido no periddico Revista Brasileira de Medicina do
Esporte.

e Artigo II: Panveloski-Costa AC, Papoti M, Moreira RJ, Seraphim PM.
“Respostas lactacidémicas provenientes de sessdes agudas e cronicas
de treinamento intermitente de alta intensidade (jump squat) em ratos
Wistar” a ser submetido no periédico Comparative Biochemestry and
Physiology - Part A: Molecular & Integrative Physiology.

e Artigo Ill: Panveloski-Costa AC, Pinto Junior DAC, Brandao BB,
Seraphim PM. “O exercicio fisico resistido reduz inflamagao em musculo
esquelético e melhora a sensibilidade a insulina periférica em ratos
obesos por dieta hiperlipidica”. Submetido no periddico Revista

Brasileira de Endocrinologia e Metabolsimo — 2 de setembro de 2009.
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Conclusées, obtidas a partir da pesquisa realizada; e

Referéncias, cujo formato é recomendado pelo comité internacional de
editores de jornais médicos (ICMJE — International committee of medical
journals editours), para apresentacdo das fontes utilizadas na redacao
da introdugéo.

Ressalta-se ainda que cada artigo esta apresentado de acordo com as

normas dos respectivos periddicos , em anexo ao final.
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INTRODUCAO
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Os &cidos graxos e a glicose constituem os combustiveis oxidativos
primarios que suportam a atividade contratil muscular. Sob padrdes fisiolégicos
normais, este tecido possui grande potencial de ajuste de selecdo de
combustiveis de acordo com a oferta e a demanda energética e, a insulina, é o
principal horménio regulador dessas transicoes (1).

Elevados niveis de insulina em estado po6s-prandial favorecem a
captacao de glicose e o metabolismo glicolitico, enquanto que baixos niveis de
insulina e elevados de acidos graxos durante algumas circunstancias, como o
jejum e exercicio aerdbio, disparam programas metabdlicos que promovem a 3-
oxidacéao (2).

No entanto, diversos estudos tém mostrado que resisténcia a insulina
tem correlagdo positiva com o acumulo anormal de triglicerideos (TAG) em
tecidos ectdpicos como o musculo esquelético (3, 4).

O transporte de glicose estimulado pela insulina em células adiposas e
musculares se inicia pela autofosforilacdo do receptor de insulina em tirosina,
seqguido por fosforilacdo/ativacdo de varias proteinas intracelulares tais como
substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) (2), o qual também deve ser
fosforilado em tirosina para ser ativado e ativar outras proteinas
citoplasmaticas, tais como fosfatidil-inositol-3-cinase (PI3k), proteina cinase B
(PkB), culminando na translocacdo de proteina transportadora de glicose
GLUT4 para a membrana plasmatica, 0 que aumenta bastante a captacao de
glicose (5).

Os eventos metabdlicos que associam a exposicdo crénica de dietas
hiperlipidica aos prejuizos na sinalizagdo da insulina promovidos por serinas

cinases, tais como, a proteina cinase C (PKC), a proteina cinase ativada por
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mitdégeno p-38 (MAPK p-38), subunidade catalitica B da proteina cinase kB
(IKK-b) e cinase c-Jun N-terminal (JNK) (6), ainda n&o s&o precisos. Mas uma
teoria sugere que a resisténcia a insulina decorre de prejuizos da p-oxidagao
mitocondrial dos acidos graxos, e consequente acumulo de metabdlitos de
lipideos que ativam algumas cinases como a PKC e a JNK (7,8). Essas
cinases, por sua vez, promovem transcricdo de citocinas com efeitos pro-
inflamatérios tal como o fator de necrose tumoral-a (TNF-o) (6).

As vias intracelulares ativadas pelo fator de necrose tumoral - a (TNF-
a) e outras citocinas que interagem com a sinalizacao da insulina precisam ser
mais bem elucidadas. No entanto, estudos propdem que um dos mecanismos
pelo qual o TNF-a pode contribuir para resisténcia insulinica é através da
elevacao dos niveis circulantes de acidos graxos livres, causado pela inducao
da lipélise e estimulacdo da lipogénese hepatica (9).

Curiosamente tem sido sugerida a participacao do TNF-a na resisténcia
a insulina na obesidade, com indugédo da expressao da proteina supressora da
sinalizacdo de citocinas tipo 3 (SOCS-3) principalmente em tecido adiposo
branco (10). Finalmente, em ratos obesos foi observada uma pronunciada
reducdo na expressao da SOCS-3 no tecido adiposo branco transgénico
desprovido da sinalizacdo do TNF-a. Esse estudo mostra que o TNF-a, uma
molécula conhecida por estar envolvida na resisténcia a insulina em ratos
obesos, é responsavel, pelo menos em parte, pelo aumento da expressao do
SOCS-3 (10).

Embora a SOCS seja uma proteina originalmente pertencente a via de
sinalizacao de citocinas, foi mostrado recentemente que ela também pertence

ao circuito de sinalizacdo da insulina (11). Quando expressa, a SOCS-3
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localiza-se no citoplasma em condicées basais. Apdés o tratamento com
insulina, foi observado seu deslocamento para a membrana plasmatica, onde
pode interagir com o receptor da insulina, regulando negativamente a acao da
insulina (11).

Como no jejum, o exercicio submaximo provoca um aumento transitorio
da absorcdo e do catabolismo de acidos graxos e, como na obesidade, o
exercicio fisico crénico promove aumento do conteudo de triglicérides
intramusculares (TGIM) (12).

No entanto, estudos sugerem que o exercicio fisico aumenta a tolerancia
a grandes quantidades de lipideos. Tal fato decorre dos ajustes metabdlicos
oxidativos em resposta ao exercicio, 0s quais ocorrem associados ao aumento
do conteudo e da fungcdo mitocondrial e, ativacdo do coativador-1 alfa do
receptor proliferador-ativador de peroxissomos [1 (PGC1-a), proteina envolvida
na biogénese mitocondrial (13, 14).

Estudos em animais (15) tém mostrado que estimulacao elétrica em
musculos isolados com pulsos de baixa frequéncia por periodos prolongados
(mimetizando treinamento aerébio) ou de alta frequéncia por curtos periodos
(mimetizando treinamento anaerdbio) ativa seletivamente cascatas de
sinalizacao associadas a biogénese mitocondrial (Proteina Cinase ativada por
AMP - AMPK) (16).

A maioria dos relatos dos efeitos do exercicio na modulacéo de citocinas
sdo provenientes de estudos envolvendo treinamento aerdbio (17-20). Em
contraste, as provas sobre a relagdo entre exercicio resistido e inflamacéao é

mais limitada (21). As respostas fisiolégicas e o padrdo de citocinas liberadas
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pelo musculo frente ao exercicio aerébio sdo diferentes dos obtidos em
exercicio resistido (22).

Ja estdo bem estabelecidos na literatura, os efeitos adaptativos
benéficos do treinamento aerébio em relacdo a melhora da capacidade
oxidativa mitocondrial e, consequientemente da otimizacao da utilizacdo dos
substratos energéticos para fornecimento de energia (23). No entanto, estudos
dos efeitos de treinamento realizados com predominio do sistema glicolitico na
funcdo oxidativa da célula muscular ainda precisam ser melhor elucidados.

Cronicamente elevados niveis de interleucina-6 (IL-6) tém sido
associadas com resisténcia a insulina e obesidade. Paradoxalmente, a IL-6
aumentou varias vezes apds o exercicio, no mesmo periodo, houve melhora da
acao da insulina (24). Uma proposta relagdo entre a IL-6 e a insulina, € que a
IL-6 ativa a SOCS no figado e inibe o IRS, o que pode resultar em resisténcia a
insulina (25). No entanto, a ativagdo da SOCS pela IL-6 liberada no tecido
muscular nao é tao potente. Além disso, em apoio ao papel benéfico da IL-6 no
metabolismo da glicose, Pedersen et al. (2007) propds que a IL-6 derivada do
musculo ativa a proteina cinase dependente de AMP (AMPK) ndo causando
ativagédo da SOCS (26).

Portanto, a partir das inferéncias acima, hipotetizou-se que o
treinamento anaerdbio, assim como o treinamento aerdbio, poderia ser um bom
modulador de proteinas cinases envolvidas na resisténcia a insulina tendo
efeitos sobre a expressdo de citocinas proé-inflamatérias como o TNF-a e a

SOCSs.
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RESUMO

Introdugéo: Durante a obesidade ocorre aumento de acidos graxos livres na
circulacdo e, consequentemente aumento do conteddo de proteinas com
efeitos negativos na sinalizagdo da insulina. Objetivo: Avaliar o efeito do
treinamento aerdébio na modulacdo de RNAm de GLUT4, TNF-a e SOCS3 em
tecidos musculares esqueléticos e a sensibilidade a insulina periférica de ratos
obesos por dieta hiperlipidica. Métodos: Ratos obesos por dieta hiperlipidica
foram submetidos ao protocolo de treinamento aerdbio. A sensibilidade a
insulina e o contetdo de RNAm de TNF-a, SOCS3 e GLUT4 foram
comparadas entre os grupos: obesos sedentarios (OS) e exercitados (OE),
controles sedentarios (CS) e exercitados (CE).Resultados: Os animais
alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram prejuizo da sensibilidade a
insulina e aumento de RNAm de TNF-a e SOCSS3. Mas o treinamento aerdbio
reverteu todas essas alteracdes, principalmente em musculatura oxidativa.
Conclusdes: O treinamento aerébio € eficiente para modular positivamente o
contetdo de RNAm de TNF-a e SOCS3 no musculo s6leo e melhorar a acao

da insulina. No entanto, ndo surtiu efeitos na expressédo de GLUTA4.

Descritores: dieta hiperlipidica, treinamento aerdbio, GLUT4, SOCS3 e TNF-a



25

ABSTRACT

During obesity there is increase in free fatty acids circulation and consequently
increase of the protein content with negative effects on insulin signaling.
Objective: To evaluate the effect of aerobic training on modulation of GLUT4,

TNF-o0 and SOCS3 mRNA in skeletal muscle tissue and peripheral insulin

sensitivity in obese rats induced by high fat diet. Methods: Obese rats were
subjected to an aerobic training protocol. Insulin sensitivity and TNF-¢, , SOCS3
and GLUT4 mRNA content were compared among the groups: obese sedentary
(OS) and exercised (OE), sedentary controls (CS) and exercised (CE). Results:
Obese group presented impaired insulin sensitivity and increased mRNA of
TNF-o and SOCSS3, while the aerobic training reversed all of these changes,
especially in oxidative muscle. Conclusions: Aerobic training is effective to
modulate positively the mRNA of TNF-¢ and SOCSS3 in the soleus muscle and

improves insulin action, which did not change GLUT4 expression.

Key words: high fat diet, aerobic training, GLUT4, SOCS3 and TNF-a
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1. INTRODUCAO

Durante a obesidade, ocorre desregulacdo da secrecao de adipocinas
no tecido adiposo que esta associada ao aumento de acidos graxos livres
circulantes e, desenvolvimento de alteracbes em diversos érgaos (1). Dentre
eles, destaca-se o tecido muscular esquelético, representando 40% da massa
corpbérea total, com acumulo de triglicérides intramusculares (TGIM) e
resisténcia a insulina (2).

Em humanos a concentracdo de diversas moléculas, tais como glicose,
acidos graxos, insulina e TNF-a, sdo aumentadas durante a obesidade, e estas
moléculas tém mostrado papel importante no desenvolvimento da resisténcia a
insulina (3). Em nivel celular, a reducao generalizada da sinalizagdo da insulina
pode ser observada e, ocorrem defeitos através de diversos mecanismos.
Primeiro, a atividade tirosina cinase do receptor de insulina é reduzida. Além do
mais, o acoplamento dos substratos do receptor de insulina com o receptor de
insulina é alterado. Como consequéncia, todos os eventos da via de
sinalizagdo da insulina estdo defeituosos, e leva ao decréscimo da resposta
celular. Diversas hipéteses, as quais ndo sdo mutuamente exclusivas, tém sido
propostas para explicar estes defeitos (4).

Recentemente, uma nova classe de moléculas inibitérias, as chamadas
proteinas Supressoras de Sinalizagdo de Citocinas (SOCS), foi identificada (5).
A proteina SOCS ¢ induzida por diversas citocinas, em varios tecidos, de
maneira tecido e citocina-especifico(5). Uma vez induzida, ela é envolvida em
retroalimentagcédo negativa e leva a reducao da sinalizagao de citocinas. Por sua

capacidade de serem rapidamente induzidas e eficientes para inibir a via
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Jak/Stat, as proteinas SOCS sdo potentes moduladoras fisioldégicas de
citocinas (6).

Embora a SOCS seja uma proteina originalmente pertencente a via de
sinalizacao de citocinas, foi mostrado recentemente que ela também pertence
ao circuito de sinalizacao da insulina (6). Quando expressa, a SOCS-3 localiza-
se no citoplasma em condi¢des basais. Apoés o tratamento com insulina, foi
observado seu deslocamento para a membrana plasmatica, onde pode
interagir com o receptor da insulina (6).

Curiosamente, tem sido sugerida a participacdo do TNF-a na
resisténcia a insulina na obesidade, com inducdao da expressdo do SOCS-3
principalmente em tecido adiposo branco. Finalmente, em ratos obesos foi
observada uma pronunciada reducado na expressdao da SOCS-3 no tecido
adiposo branco transgénico desprovido da sinalizacdo do TNF-a. Esse estudo
mostra que o TNF-a, uma molécula conhecida por estar envolvida na
resisténcia a insulina em ratos obesos, € responsavel, pelo menos em parte,
pelo aumento da expressao do SOCS-3 (7).

Alguns estudos tém mostrado que o exercicio leva a uma redu¢éo ou a
nenhuma alteragcdo nos niveis plasmaticos de citocinas (8). Todavia, a
atividade fisica induz efeitos anti-inflamatérios locais no musculo esquelético
que pode nao ser refletido na circulacdo sistémica, como evidenciado no
estudo de Glielen et al. (9).

O treinamento fisico resulta em alteracbes fenotipicas no musculo
esquelético com alteragdes nas fungdes metabolicas e fisioldgicas (10). O
treinamento fisico também melhora a sensibilidade a insulina no musculo

esquelético (11). E numerosos estudos tém relatado atualmente que este pode
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prevenir ou atenuar o inicio das condi¢des crénicas tal como a obesidade ou a
diabetes tipo 2 (12).

Petersen et al. (2005) demonstraram que o treinamento fisico induz um
aumento do conteudo de citocinas com propriedades anti-inflamatérias. Dado
gue a massa muscular esquelética é a maior massa tecidual do corpo humano,
a descoberta da contragdo muscular como produtor de citocinas abre um novo
paradigma: o musculo esquelético € um 6érgdo enddécrino que por meio da
contracdo muscular produz e libera citocinas, que pode influenciar o
metabolismo e modificar a produg¢do em tecidos e 6rgaos (13).

Segundo um estudo realizado por Lambert et al. (2008), no qual é
comparado o efeito da perda de massa corporal e do treinamento fisico sobre
as alteracbes das citocinas inflamatérias em individuos obesos, o treinamento
atua reduzindo a expressao dessas citocinas no musculo esquelético (14).

Nesse contexto, visto que a resisténcia a insulina, muitas vezes gerada
pela obesidade, é fator preocupante mundial, e que a causa da resisténcia a
insulina envolve deficiéncia entre sinalizacdo do hormoénio e transportador de
glicose, este estudo pretende identificar os efeitos do treinamento aerdbio
sobre a sensibilidade a insulina e quadro inflamatério através de analise de
conteudo de RNAmM de GLUT4, e de TNF- a e SOCS-3, respectivamente, em
tecidos musculares esqueléticos de animais obesos induzidos por dieta

hiperlipidica.
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2. MATERIAIS E METODOS

Animais

Quarenta ratos Wistar com dois meses de idade (180-200q)
provenientes do Biotério Central da UNESP, Campus Botucatu foram utilizados
neste estudo. Os animais foram mantidos no biotério de experimentagdo na
UNESP do Campus de Presidente Prudente sob condicGes padronizadas de
temperatura (22 + 2 °C) e ciclo claro/escuro (12/12 horas diarias).

Os procedimentos experimentais utilizados no presente estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UNESP —

Campus Presidente Prudente, processo n° 15/2009.

Desenho Experimental:

Os animais foram distribuidos em quatro grupos: controle sedentario
(CS); controle exercitado (CE); obeso sedentario (OS); obeso exercitado (OE).

Os animais controles foram alimentados com ragcdo padrdao (marca
Supra LAb — Alisul Ind. Alimentos LTDA., Sao Leopoldo, RS; com composi¢cao
de 25% de proteinas, 3% de lipideos, 18% de fibras, 11% de material mineral,
2% de calcio e 0,5% de fésforo) e, agua fornecida ad libitum. Os grupos OS e
OE foram alimentados com uma dieta hiperlipidica adaptada de Lamas et al.,
2004 composta por: bacon, mortadela, salsicha, bolacha e refrigerante e racéo
padrdao, numa proporcdo de aproximadamente 2:2:2:1:1:1 respectivamente,
numa composicdo de 28% de carboidratos, 13% de proteinas e 59% de
lipideos, a partir do segundo més de vida (15). O peso corpoéreo (PC) dos

animais foi registrado semanalmente.
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Apés dois meses de dieta de hiperlipidica, com quatro meses de idade,
0s animais dos grupos exercitados (CE e OE) foram submetidos a um protocolo
de treinamento aerdbio. Os animais foram previamente selecionados para a
realizacdo do protocolo treinamento e o0s animais que resistiram, foram
distribuidos nos grupos sedentarios (CS e OS).

Os animais dos grupos exercitados (CE e OE) realizaram o protocolo de
treinamento aerdbio em esteira rolante para animais de pequeno porte a uma
velocidade constante de 9,75 metros por minuto. O treinamento foi realizado
durante 45 minutos, uma vez por dia, cinco vezes por semana, durante seis

semanas.

Lactacidemia:

Para caracterizagcdo do protocolo de treinamento, no 22° minuto e
imediatamente apds o término da Ultima sessdo de treinamento, foram
coletados 25u de sangue da veia caudal em capilares heparinizados e,
transferidos para tubos eppendorfs contendo 50u de NAF 1%. Posteriormente,
o homogenato foi analisado em lactimetro eletroenzimatico (Yellow Spring

Instruments, YSI-1500 Co., EUA).

Teste de Tolerdncia a Insulina (ITT)

Para a avaliacdo da sensibilidade a insulina dos animais, foi realizado
um teste de tolerdncia a insulina “in vivo”. Seis animais de cada grupo
experimental foram mantidos no mesmo estado metabdlico com jejum de 2
horas. As amostras de sangue foram coletadas por puncao caudal e os valores

glicémicos foram obtidos por meio de glicosimetro (Biocheck, Brasil) nos



31

tempos 0 (glicemia basal) e 4, 8, 12 e 16 minutos apds a administragdo de
insulina na dose 50 uwUl / 100 g peso corpdéreo na veia peniana. Para este
procedimento, os animais foram previamente anestesiados com xilasina e

quetamina (0,3 mg / Kg de peso corpéreo).

Indice de Lee

O indice de Lee foi calculado para todos os animais pela divisdo da raiz
cubica do peso corporal em gramas (g) pelo comprimento focinho-anus em
centimetros (cm) e multiplicando-se por 10 (16). Esse indice, proposto para
animais experimentais, equivale ao indice de massa corporal (IMC) obtido para

humanos(16).

Coleta do Material

Ap6s 24 horas da ultima sessdo de treinamento e sob a mesma
condicao fisiologica (2 horas de jejum), os animais foram sacrificados por meio
de anestésico (mistura de xilasina e quetamina - 60 mg / kg do peso corporal
de cada componente) por via intraperitoneal para a coleta de sangue da veia
cava e posterior andlise sérica de glicemia e triglicérides, para excisao do
tecido adiposo branco da regido periepididimal para pesagem em balanca
analitica e, dos tecidos musculares esqueléticos sbéleo e EDL para

quantificacdo de RNAm dos genes de GLUT4, SOCS3 e TNF-a.

Quantificacdo do RNAm

O RNA total das amostras dos musculos soleo e EDL foi isolado com

Brazol (LGCBio Biotecnologia, Brasil), seguindo as recomendacdes do
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fabricante. As concentrac6es de RNA foram determinadas pela absorbancia a
260 nm. A pureza do RNA foi determinada através do calculo da relagéo
absorbancia a 260 e 280 nm, bem como por coloragao por brometo de etidio.
Para transcrigédo reversa, 5 g de RNA total foram submetidos as reagéao
de transcricdo reversa com primers randémicos para a sintese de uma fita de
DNA complementar ao mRNA (cDNA). Posteriormente foi realizado a
amplificacdo dos fragmentos dos genes do GLUT4 (sense 5 -
CCCCTCCAGGGCAAAGGAT - 3, antisense: 5 -
TCCTGGAGGGGAACAAGAA - 3), TNF-o (Sense: 5-
AAGATGTCTCAGGCCTCC —3’; Antisense:5’- AGACAGCTTCCCAACGAT -3)
e da SOCSS3 (Sense: 5- CCTTTGAGGTTCAGGAGCAG -3; Antisense: 5'-
GTAGCCACGTTGGAGGAGAG -3’) através da Reacao de Polimerizacao em
Cadeia (PCR). Os produtos amplificados foram entdo submetidos a
eletroforese em gel de agarose-EtBr e visualizados com iluminacdo UV
(KODAK Molecular Imaging Software Version 4.0, 2-User e Eletronic UV
Transilluminator Ultra. Lum. Inc). Para a andlise densitométrica das bandas
obtidas foi utilizado software Scion Image (Scion Corporation, Frederick,
Maryland, USA), apropriado para este fim. A expressao do RNAm para o gene
Glut4 foi normalizada pela expressdo da [-actina (sense 5-
ATGAAGATCCTGACG AGCGTG - 3’ e antisense 5 — CTTGCTGATCCACA
TCTGCTGG - 3'), calculada pela razdo dos valores densitométricos de cada

amostra para o gene Glut4 e o gene constitutivo.
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Andlise Estatistica

A avaliagéo estatistica dos resultados foi realizada através do programa
Instat. Os valores s&o expressos em média e erro padrao da média (EPM). O
teste Kolmogorov—Smirnov revelou que os resultados dos experimentos
apresentam distribuicdo normal. A comparacao entre os grupos foi realizada
usando o teste ANOVA one-way com Post-hoc de Tukey. As diferencas entre
os grupos foram consideradas significantes quando o valor de P foi menor que

0,05.

3. RESULTADOS

Os valores lactacidémicos obtidos na Ultima sessdo de treinamento
confirmam que o treino foi realizado com predomindncia do metabolismo
aerébio (17). Além disso, a intensidade na qual o protocolo foi executado € de

aproximadamente 50% da méaxima fase estavel de lactato (MFEL) (18).

Inserir figura 1.

Para induzir a obesidade nos animais foi ofertada uma dieta hiperlipidica
composta por alimentos hipercaléricos a partir do segundo més de idade. O
peso corpéreo dos animais sedentarios submetidos a dieta de hiperlipidica
(OS) apresentou aumento de 22% em relacao ao grupo CS e, 20% no grupo

OE comprado ao grupo CE. (Tabela 1)
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Inserir Tabela 1.

A eficacia da dieta hiperlipidica na inducdo da obesidade pbde ser
evidenciada por meio dos valores de massa adiposa periepididimal
aumentados nos grupos OE (41%) e OS (55%) quando comparados aos seus
respectivos controles, CE e CS (Tabela 2). Consequentemente, o indice de Lee
foi estatisticamente maior nos grupos obesos de ambos os géneros em relacao
aos seus correspondentes controles (Tabela 1).

Embora, os animais alimentados com dieta hiperlipidica tenham
apresentado aumento expressivo da massa adiposa periepididimal, os animais
do grupo OE apresentaram reducgao significativa em resposta ao treinamento
aerébio. A massa muscular glicolitica (EDL) ndo apresentou alteragdes, no
entanto, a massa muscular oxidativa (séleo) apresentou aumento em
decorréncia do treinamento aerdbio, sendo observado incremento de 23% no
grupo CE comparado ao grupo CS (P<0,05) e de 60% no grupo OE em relacao

do grupo OS (P<0,001) (Tabela 2).

Inserir Tabela 2.

Além dessas alteracées morfométricas, a dieta hiperlipidica promoveu
reducédo da sensibilidade a insulina como verificado por meio da constante de
decaimento da curva obtida no teste de tolerdncia a insulina. A constante de
decaimento da curva glicémica apresentou-se reduzida nos animais do grupo

OS (3,6+0,62) comparado ao grupo CS (5,76%0,36), P<0,05. No entanto os
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animais submetidos ao protocolo de treinamento aerébio CE (8,27+0,81) e OE
(7,78+0,51) apresentaram maior sensibilidade a insulina em relagdo ao grupo

CS, P<0,05 e OS e P<0,001, respectivamente (Figura 2).

Inserir figura 2.

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores de glicemia e triglicérides
obtidos apds 2 horas de jejum. Os valores glicémicos estavam elevados em
todos o0s grupos, no entanto, a glicemia dos grupos obesos apresentou-se
elevada em comparagcdo ao grupo controle sedentario. Os valores de
triglicérides apresentaram alteracdo apenas no grupo OE quando comparado
ao grupo OS, com reducgao de 17% (P<0,05).

Inserir Tabela 3.

A expressdao de RNAm de GLUT4 nao apresentou alteracbes no
musculo séleo, no entanto, no musuclo EDL houve diferenga significante

(P<0,05) entre o grupo CE e OE (1,27+0,09 vs 0,83+0,10 UA).

Inserir Figura 3A e 3 B.

O conteudo de RNAmM de TNF-a e SOCS3 apresentaram aumentos
expressivos nos animais sedentarios alimentados com dieta hiperlipica (OS)
em relacdo aos animais sedentarios alimentados com racdo padrao (CS) no
musculo oxidativo. No entanto, os animais obesos submetidos ao protocolo de

treinamento aerdbio (OE) apresentaram reducao tanto da expressao de RNAm
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de TNF- a (P<0,05) quanto de SOCS3 (P<0,05) em relacdo ao grupo OS. No
entanto na musculatura glicolitica ndo foram observadas alteracées na

expressdao de RNAm desses genes.

Inserir figura 4A e 4 B.

Inserir figura 5A e 5 B.

4. DISCUSSAO

Diversos estudos demonstraram que a ingestao de dieta hipercalérica
esta associada a resisténcia a insulina em humanos (19) e em animais (20). Tal
alteracao decorre do aumento expressivo da massa adiposa que leva a uma
elevacao da producéo e liberacao de proteinas que prejudicam a sinalizagdo da
insulina e que podem levar a reducdo do conteudo de transportadores de
glicose em tecidos insulino-sensiveis tais como o musculo esquelético e tecido
adiposo (21).

No presente estudo, observou-se um aumento expressivo no peso
corpoéreo e na massa adiposa periepididimal dos animais submetidos a dieta de
hiperlipidica em relagdo aos animais que receberam dieta padrao (Tabela 1).
Esse dado evidencia que a dieta hiperlipidica utilizada nesse estudo foi

eficiente para induzir a obesidade.
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Como proposto por Mc Garry (2002) o acumulo de depésitos de gordura
no interior de érgdos sensiveis ao estimulo da insulina € um dos possiveis
mecanismos de resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica (22).

No presente estudo observou-se reducao significativa na percentagem
de glicose captada durante o ITT nos ratos submetidos a dieta hiperlipidica
(OS) quando comparados com 0s animais que receberam dieta padrao (CS).
Além disso, verificou-se maior concentragdo de glicemia nos animais
alimentados com dieta de hiperlipidica, em comparacdo aos animais dos
grupos controles. Portanto, tais resultados demonstram que a dieta hiperlipidica
utilizada neste estudo também induz resisténcia a insulina.

Em contrapartida, os animais alimentados com dieta hiperlipidica
submetidos ao treinamento aerdébio (OE) apresentaram melhora na
sensibilidade a insulina quando comparados com os animais do grupo OS. Tais
achados evidenciam o efeito benéfico do treinamento fisico aerdbio sobre a
melhora do quadro de resisténcia a insulina como demonstrado por Mota et al.
(2008) e Botezelli et al.(2010) (23, 24). Adicionalmente, o grupo OE
apresentou, simultaneamente, valores de triglicérides reduzidos e incremento
da massa muscular oxidativa comparado ao grupo OS.

Goodpaster e Kelley (2002) verificaram aumento na sensiblidade a
insulina em tecidos musculares em individuos treinados associado a niveis
elevados de triglicérides (TAG), tal como encontrado na obesidade ou no
Diabetes Mellitus (25). Da mesma forma, tanto o estoque de TAG quanto a
sensibilidade a insulina é maior em musculos com fibras predominatemente do

tipo I, do que os que possuem mais fibras tipo Il (25). Dessa forma, a
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capacidade oxidativa muscular mostra-se 0 melhor preditor da sensibilidade a
insulina do que o conteudo de TAG (26).

Inesperadamente, a reducdo da sensibilidade a insulina nao foi
acompanhada de alteracdes na expressao de GLUT4 na musculatura oxidativa.
Da mesma forma Brandt et al. (2010) n&o verificaram alteracbes na expressao
de GLUT4 ou na translocacao para a membrana plasmatica na fracdo oxidativa
do musculo gastrocnémio de ratos wistar submetidos a dieta de cafeteria e
treinamento aerdbio realizado a 50% da MFEL (27). No entanto, na
musculatura glicolitica analisada no presente estudo, os animais dos grupos
obesos (OS e OE) apresentaram expressdao de RNAm de GLUT4 reduzida em
relacdo ao grupo CE, sugerindo que a expressao desse gene é mais sensivel
aos efeitos da dieta hiperlipidica em comparacao aos do treinamento aerébio
em musculos com predominancia de fibras tipo Il.

Dessa forma, a melhora da sensibilidade a insulina observada no
presente estudo pode ser atribuida a provavel ativagdo da AMPK em
decorréncia do aumento da razdo AMP/ATP promovida por meio das
contracbes musculares (28). Essa proteina é capaz de modular a oxidacao de
acidos graxos de forma que, quando fosforilada, reduz a atividade da ACC
(acetil CoA caboxilase) e portanto, aumenta a oxidagcédo de acidos graxos que,
por sua vez, tem efeito sensibilizante a insulina (20, 29).

O acumulo ectdpico de lipideos e a promoc¢ao de aumento de niveis de
triglicérides intramusculares estdo associados com aumento do conteudo de
diacilglicerol (DAG), ceramidas e acil coenzima A de cadeia longa (30,31). O
DAG induz resisténcia a insulina por ativacdo da proteina cinase C (PKCB6)

(32). A PKC®, contribui ainda, com a ativagédo do fator nuclear Kappa B (NFkB)
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por meio da fosforilagdo do inibidor do NFkB, o IkB. Uma vez fosforilado, o kB
libera NFKB que migra o citoplasma para o nucleo onde promove a transcricao
de diversas proteinas pro-inflamatérias como o TNF-a (33).

Em consonancia a estas observacoes, no presente estudo, os animais
que receberam dieta hiperlipidica apresentaram queda da sensibilidade a
insulina e aumento de RNAm de citocinas pré-inflamatérias, na musculatura
oxidativa. Em contrapartida o treinamento aerébio promoveu reducdo de RNAm
de TNF-a e SOCSS. Por outro lado, na musculatura glicolitica ndo se observou
alteracoes na expressao destas citocinas, sugerindo que esta musculatura tem
menor sensibilidade aos efeitos da obesidade e/ou do treinamento aerdbio.

Corroborando com os achados do presente estudo, Yaspelkis et al.
(2009) observaram que os componentes da via pré-inflamatéria sdo ativados
em musculos esqueléticos de animais alimentados com dieta hipercalérica (34).
Dentre os marcadores inflamatérios que se elevam durante a obesidade, o
TNF-ainduz a expressdo de RNAm de SOCS-3. Os efeitos desta proteina na
resisténcia a insulina decorrem da sua co-localizacao nas subunidades de IR-
B e IRS-1 que resulta no impedimento da interagdo da IRS-1 com a subunidade
da IR-B dessa forma, ocorre reducao da atividade da PI3-kinase (35).

Os mecanismos moleculares que induzem a expressao da proteina
SOCS-3 em resposta ao aumento da expressao de RNAm de TNF- o precisam
ser melhor elucidados. Normalmente a transcrigdo de SOCS-3 estimulada por
citocinas € induzida através da ativacdo dos fatores de transcricdo da familia
STAT (36). Apesar de estudos mostrarem que o TNF- a ativa alguns membros
da familia STAT, é provavel que o efeito da expressao de SOCS-3 pelo TNF- o

seja indireto (7).
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Uma das vias pela qual o TNF-a induz a resisténcia a insulina € o
estimulo da lipdlise no tecido adiposo, portanto o aumento da concentracao
plasmatica de acidos graxos livres que eventualmente contribui para o
desenvolvimento desse fenoétipo resistente a insulina (37). E, de forma similar
ao efeito da SOCS-3, o TNF- a também induz alteragbes na cascata de
sinalizacdo da insulina, devido a sua capacidade de inibir o estimulo pela
insulina da atividade de tirosina quinase do receptor de insulina, o substrato do
receptor de insulina (IRS-1) é fosforilado em serina e, portanto ocorre
conversado do IRS-1 em um inibidor da tirosina quinase do receptor de insulina
(38).

A literatura aponta efeito redutor da expressdo de proteinas pré-
inflamatérias no tecido muscular esquelético em resposta tanto aguda (39)
quanto crénica ao treinamento fisico aerdbio (35). De acordo com esses
achados, no presente estudo, o treinamento aerdbio crénico propiciou melhora
do quadro inflamatério induzido pela dieta hiperlipidica por meio da reducéo da
expressao de marcadores inflamatérios, como TNF- a e SOCS-3.

A partir dos achados desse estudo pode-se concluir que a dieta
hiperrlipidica promove aumento do peso corpéreo e da massa adiposa
acompanhados de resisténcia a insulina periférica e aumento de marcadores
pro-inflamatérios na musculatura oxidativa. No entanto, o treinamento fisico

aerobio é eficiente para reverter tais promovidas pela dieta hiperlipidica.
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TABELAS

Tabela 1. Peso Corpéreo (g), comprimento corporal (cm) e indice de Lee
(raiz cubica do peso corporal/ comprimento corporal x 10) (n=7 a 10

animais por grupo)

CS CE oS OE
Peso Corpéreo 415 +18,6 393 + 14,2 538 + 19,62  494,6 + 14"
Comprimento 24,1 +0,38 24 +0,27 26,4 + 0,3 25,4 +0,3¢
Indice de Lee 3,01 £0,01 3,02+0,01 3,08+0,01  3,06t0,01¢

2 Diferenca estatisticamente significante em relagao ao CS e CE (P<0,001)
® Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao CS (P<0,01)
¢ Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao CE (P<0,001)

9 Diferenca estatisticamente significante em relagéo ao CE e CS (P<0,05)
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Tabela 2. Peso do Tecido adiposo periepididimal (TA), Peso do Musculo
EDL (M.EDL) e Peso do Musculo Séleo (M.So6leo) por grama de peso

corporeo (n=9 animais por grupo)

CS CE oS OE
TA (q) 10,78+1,44(10° 6,96+0,46(10°) 23,93+2,95(10° 16,84+1,23(10°
3 3\ a 3\ bc
) ) )

M.EDL (g)  0,64%0,07(10°) 0,64%0,05(10°) 0,70+0,04(10°) 0,71+0,03(10°)

M. Séleo (g)  0,4620,03(10°) 0,60+0,03(10°) 0,48+0,03(10°) 0,80+0,04(10%)
d

ef

2 Diferenca estatisticamente significante em relagao ao CS e CE (P<0,001)
® Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao CS e OS (P<0,05)
¢ Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao CE (P<0,001)

9 Diferenca estatisticamente significante em relagdo ao CS (P<0,05)

° Diferencga estatisticamente significante em relagio ao CS e OS (P<0,001)

" Diferenca estatisticamente significante em relagéo ao CE (P<0,01)

Tabela 3. Glicemia (mg/dL) e triglicérides (mg/dL)

CS CE 0S OE

Glicemia 203,4 +254 248 + 9,6 2707 +57% 2725+111*

TAG (mg/dL) 82,1 +21,7 68,8 + 20,3 92,7 + 3,7 76,8 £ 13"

* Diferenca estatisticamente significante em relagéo ao CS (P<0,05)

* Diferenca estatisticamente significante em relacao ao OS (P<0,05)
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LEGENDAS

Figura 1. Grafico representativo dos valores lactacidémicos coletados nos 22 °
minuto e logo apds o término da utima sessao de treinamento aerdbio. Grupos
controle sedentéario (CS), controle exercitado (CE), obeso sedentario (OS) e
obeso exercitado (OE). Valores expressos em mmol/L, como média £ EPM (n=

5 animais por grupo).

Figura 2. Grafico representativo da regressao linear obtida por meio dos
valores da curva glicémica obtida no teste de tolerancia a insulina. Grupos
controle sedentéario (CS), controle exercitado (CE), obeso sedentario (OS) e
obeso exercitado (OE). Valores glicémicos e de tempo expressos em mg/dL e

minutos respectivamente. (n=6 animais por grupo).

Figura 3A: Gréfico representativo do conteudo de RNAm do GLUT4 corrigido
pelo conteudo de RNAm de B-actina no tecido muscular séleo obtido em
ensaios de RT-PCR. Grupos controle sedentario (CS), controle exercitado
(CE), obeso sedentario (OS) e obeso exercitado (OE). Valores expressos em

UA (unidades arbitrarias), como média £ EPM (n=7 a 9 animais por grupo).

Figura 3B: Gréfico representativo do conteudo de RNAm do GLUT4 corrigido
pelo conteudo de RNAm de B-actina no tecido muscular EDL obtido em ensaios
de RT-PCR. Grupos controle sedentario (CS), controle exercitado (CE), obeso

sedentario (OS) e obeso exercitado (OE). Valores expressos em UA (unidades
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arbitrarias), como média £ EPM (n=7 a 9 animais por grupo). *P<0,05 vs CE,

#P<0,05 vs CE.

Figura 4A: Grafico representativo do conteddo de RNAm do TNF- a corrigido
pelo conteudo de RNAm de B-actina no tecido muscular séleo obtido em
ensaios de RT-PCR. Grupos controle sedentario (CS), controle exercitado
(CE), obeso sedentario (OS) e obeso exercitado (OE). Valores expressos em
UA (unidades arbitrarias), como média + EPM (n=7 a 9 animais por grupo).

*P<0,05 vs CS, ¥P<0,05 vs OS.

Figura 4B: Grafico representativo do conteiddo de RNAm do TNF- o corrigido
pelo conteudo de RNAm de B-actina no tecido muscular EDL obtido em ensaios
de RT-PCR. Grupos controle sedentario (CS), controle exercitado (CE), obeso
sedentario (OS) e obeso exercitado (OE). Valores expressos em UA (unidades

arbitrarias), como média + EPM (n=7 a 9 animais por grupo).

Figura 5A: Grafico representativo do conteudo de RNAm de SOCS3 corrigido
pelo conteudo de RNAm de B-actina no tecido muscular séleo obtido em
ensaios de RT-PCR. Grupos controle sedentario (CS), controle exercitado
(CE), obeso sedentario (OS) e obeso exercitado (OE). Valores expressos em
UA (unidades arbitrarias), como média + EPM (n=7 a 9 animais por grupo

experimental). *P<0,05 vs CS, *P<0,05 vs OS.

Figura 5B: Grafico representativo do conteido de RNAm de SOCS3 corrigido

pelo conteudo de RNAm de B-actina no tecido muscular EDL obtido em ensaios



52

de RT-PCR. Grupos controle sedentario (CS), controle exercitado (CE), obeso
sedentario (OS) e obeso exercitado (OE). Valores expressos em UA (unidades

arbitrarias), como média + EPM (n=7 a 9 animais por grupo experimental).
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RESUMO

Durante contragbes musculares de alta intensidade intervaladas por
curtos periodos de tempo ha importante participacao do metabolismo glicolitico
e, consequentemente aumento das concentragbes de lactato sanguineo.
Objetivo: avaliar as respostas lactacidémicas agudas e cronicas de treinamento
intermitente de alta intensidade em ratos Wistar. Resultados: Foi observado
aumento expressivo das concentracdes de lactato sanguineo durante a sessao
aguda de exercicio intermitente de alta intensidade (lactacidemia basal vs
lactacidemia apéds ultimo esforco, P<0,0017), em contrapartida, apds 6 semanas
de treinamento, ocorreu reducao expressiva (49%) da resposta lactacidémica
ao exercicio em relacdo a primeira sessao de treinamento, P=0,0002.
Conclusdes: O exercicio intermitente de alta intensidade realizado com
intervalos de 60 segundos apresenta grande participacao do sistema glicolitico,
no entanto, o treinamento promove reducao das respostas lactacidémicas em
resposta as contragdes musculares intermitentes de alta intensidade,

sugerindo, portanto melhora da capacidade de ressintese de fosfatocreatina.

Palavras Chave: treinamento intermitente de alta intensidade, lactato

sanguineo
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ABSTRACT

During muscle contractions in high intensity with short periods intervals
there is important involvement of glycolytic metabolism and hence increased
blood lactate concentrations. Objective: To evaluate the blood lactate
responses to acute and chronic intermittent high intensity training in Wistar rats.
Results: There was significant increase of blood lactate concentrations during
the acute bout of high intensity intermittent exercise (basal blood lactate vs
blood lactate after last effort, P<0,001), however, after six weeks of training,
there was significant reduction (49%) at blood lactate response to exercise in
relation to the first training session , P = 0.0002. Conclusions: The high-intensity
intermittent exercise performed at intervals of 60 seconds has a large
participation of the glycolytic system, however, the training promotes reduction
in blood lactate responses of twitches in response to intermittent high-intensity,

suggesting better ability of phosphocreatine recovery.

Key Words: intermittent high intensity training, blood lactate
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo das concentracées sanguineas de lactato tem sido uma
ferramenta constantemente utilizada como marcador de intensidade de
exercicio em humanos e em modelos animais (Gobatto et al. 2008). O uso
desse metabdlito possibilita a avaliacdo, prescricdo e o monitoramento dos
efeitos do treinamento aerdbio (Pyne et al. 2001). Dentre os protocolos de
determinacdo da capacidade aerdbia constatemente utilizadas em humanos
pode-se destacar a maxima fase estavel de lactato (MFEL) (Beneke et al.,
2003) que é atualmente considerado o padrdo ouro na avaliacdo da
capacidade aerdbia, esforcos incrementais que utilizam aumento abrupto da
lactacidemia (Stegmann e Kindermann, 1982), concentracdo fixa de lactato
(Heck et al., 1985) e mais recentemente teste de lactato minimo (Tegtbur et al.
1993).

A partir da determinagdo da MFEL (Goobatto et al. 2001) e de outros
protocolos em modelo animal foi possivel, assim como realizados em humanos
a prescricdo das intensidades de treinamento aerdbio com base na
lactacidemia (Pilis et al., 1993 ; Gobatto et al. 2001; Voltarelli et al. 2002; Araujo
et al., 2007 ; Manchado et al., 2006).

Além da avaliacdo aer6bia, as concentracdes sanguineas de lactato
também tem sido utilizada na avaliacao de parametros anaerdbios (Hill, 1999;
Lacour et al., 1990; Korhonen et al., 2005). Além disso, esse metabdlito
recentemente tem sido utilizado para estimar indiretamente a contribuicdo do
metabolismo anaerdbio latico no fornecimento energético (di Prampero and

Ferretti,1999; Hunter et al., 2003; Mazzetti et al., 2007; Bertuzzi et al., 2010) e
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na avaliacdo do metabolismo anaerébio alatico (Silva et al. , Santiago et al.,
2010).

Dentre os modelos animais os ergbmetros de treinamentos aerobios tem
sido frequentemente utilizados como esforcos em esteira (Yaspelkis, 2009) e
natagédo (Araujo et al., 2010). Para o treinamento anaerdbio diversos estudos
tem utilizado treinamento com saltos realizados na agua (Oliveira, 2002;
Franco et al., 2007; Lima et al, 2008; Souza et al, 2008) e sobre plataforma por
meio de estimulacéo elétrica (Tetsuro Tamaki et al., 1992; Barauna, 2005) em
diferentes condi¢gdes nutricionais (Tonon et al. 2001) e patoldgicas (Lima,
2008).

Durante os protocolos com saltos séo verificados e 3-4 séries compostas
de 10-12 saltos separados por 60 — 90s de intervalo (Tonon, 2001; Barauna et
al. 2005). Além disso, o incremento da intensidade é realizado com a adig&o de
peso referente a massa corporal (Souza, 2008) ou a uma repeticdo maxima
(Faria, 2010).

Considerando que os estoques de fosfocreatina possibilitam a
ressintense de ATP em esforcos com duracao de até 10 segundos (Hultman,
1967) e apresentam tempo necessario de recuperacdo de 30 segundos a 5
minutos (Rockwell JA, 2001; Preen D, 2001), as séries iniciais desses modelos
de treinamentos apresentam predominancia anaerdbia alatica. No entanto,
devido o reduzido intervalo de repouso, nas séries subsequientes sera
verificado significativo aumento da participagdo do sistema glicolitico,
resultando, portanto em aumento das concentragcdes sanguineas de lactato.

Recentemente foi demonstrado melhora na capacidade oxidativa apdés

esforgos intermitentes de baixo volume e alta intensidade (Burgomaster et al.
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2008; Gibala & McGee, 2008; Gibala et al. 2009). A explicacdo para as
respostas similares entre o treinamento tradicional aerébio e o intermitente de
alta intensidade, parece estar relacionada com aumento da biogénese
mitocondrial pelo fato desse ultimo, assim como as respostas classicamente
observadas apéds estimulos aerdbios, também aumentarem a expressao génica
do PGC-1a que parece ser o fator chave para a biogénese mitocondrial (Gibala
et al. 2009; Little et al. 2010; Niklas et al. 2010).

Um dos mecanismos desencadeados pelo treinamento que culmina em
aumento da expressdao de PGC-1a € a baixa disponibilidade de glicogénio
muscular apds o exercicio associado ao estresse agudo da célula muscular, o
qual, por sua vez, aumenta a ativacdo de algumas proteinas cinases
envolvidas na biogénese mitocondrial tais como a Proteina Cinase ativada por
AMP (AMPK) AMPK (Wojtaszewski et al. 2003; Steinberg et al. 2006) e
proteina cinase ativada por mitégeno p-38 (MAPK p-38) (Chan et al. 2004).

A cascata AMPK ¢ ativada por estresse celular que, por sua vez, reduz
a relacao ATP / ADP e eleva a quantidade de AMP como resultado da atividade
de miocinases. Isso pode ocorrer tanto pela producdo de ATP inibindo ou
acelerando o consumo de ATP.

Nesse contexto, ao contrario dos modelos de treinamentos aerdbios, que
sao facilmente caracterizados por meio da resposta lactacidémcia e de testes
de capacidae aerdbia, a disponibilidade estudos sobre a resposta lactacidémica
e, por consequéncia, a participacdo do sistema glicolitico e as consequentes
adaptacoes a essa condicdo em exercicios que utilizam exercicio intermitente

de alta intensidade é limitada.
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Desse modo, o objetivo do presente estudo foi investigar as respostas
lactacidémicas e da participacdo do sistema glicolitico durante treinamento
agudo e crénico de ratos Wistars submetidos a um modelo de treinamento
intermitente de alta intensidade tipo jump squat.

A hipétese da presente investigacdo € os modelos de treinamentos tipo
jump squat separados por intervalo de aproximadamente um minuto apresenta

significativa participagéo do sistema glicolitico.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.  Animais

Dez ratos machos da linhagem Wistar adultos (120 dias) foram mantidos
no biotério de experimentacdo na UNESP do Campus de Presidente Prudente,
em gaiolas coletivas, ndo excedendo cinco ratos por gaiola, em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas e temperatura de 22 = 2°C. Os animais foram
alimentados com ragao padrao (Supra LAb — Alisul Ind. Alimentos LTDA., Sao
Leopoldo, RS) e agua ad libitum. Os procedimentos experimentais utilizados no
presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo

Animal da UNESP — Campus Presidente Prudente, processo n° 15/2009.
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2.2. Programa de treinamento

O protocolo de treinamento intermitente de alta intensidade foi realizado
seguindo o modelo de forca adaptado de Tetsuro Tamaki (1992). O aparelho foi
projetado de maneira que o animal ficou imobilizado sobre uma plataforma
metalica por meio um colete adaptado acoplado no térax.

Para que o rato realizasse o salto (movimento de flexo-extenséao
completa de joelho e tornozelo), levantando uma carga que era posicionada na
parte posterior do colete, foi aplicada uma estimulacao elétrica utilizando clipe
metalico que envolvia a extremidade da cauda do animal ligado a um
eletroestimulador tipo Dualpex 961 da Quark, calibrado pelo INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial). Os
parametros utilizados foram: frequéncia 1 Hz, duracdo de 0,3 s com intervalo
de 2 s entre cada estimulacao elétrica e, a intensidade foi ajustada de maneira
que o animal executasse o movimento, variando de 3 a 6 mA miliampéres
(mA). Esses parametros foram adotados por serem pulsos bidirecionais de
média nula, ndo apresentando efeitos eletroliticos, permitindo aplicagbes de

longa duragé@o sem risco de lesédo dos tecidos.

Inserir Figura 1.

2.3. Desenho experimental

Os animais foram adaptados ao modelo de exercicio uma semana antes

do inicio do protocolo de treinamento intermitente de alta intensidade. A
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adaptacao consistiu na realizacdo de 3 sessd6es sem incremento de carga
composta de 1, 2 e 3 séries de 12 repeticbes do primeiro ao terceiro dia
respectivamente, com intervalo de 24 horas entre cada sesséo.

Posteriormente foram submetidos a 6 semanas de treinamento
intermitente de alta intensidade. Nas 2 primeiras semanas o treino foi realizado
sem incremento de carga e a partitr da terceira semana foi incrementado uma
carga equivalente a 50% do PC a qual foi monitorada semanalmente.

O protocolo de treinamento consistiu em 3 sessdes por semana,
intervaladas por 24 horas, sendo que cada sessao consistiu na realizagéo de 3

séries de 12 repeticdes com intervalos de 1 minuto entre cada série.

2.4. Coleta e analise sanguinea

A cada 15 dias (6 sessbes), as respostas lactacidémicas foram
monitoradas durante e ao final do treinamento. As amostras de sangue foram
coletadas imediatamente apés a 1° ([Lals), 2° (JLa]z) e 3°(Lals:) séries e nos
3°(3°min), 5° (5°min) e 7° (7 °min) minutos apds a ultima série de saltos, sendo
que o maior valor lactacidémico obtido ao final dos estimulos foi assumido
como concentragéo pico de lactato ([Lapico)-

As amostras sanguineas (25 pL) foram coletadas por puncao caudal em
capilar heparinizado que foram imediatamente transferidas para tubos
Eppendorff de 1,5 mL, contendo 50 pL de solugdo de NaF a 1%.
Posteriormente o homogenado foi congelado para posterior analise em

lactimetro eletroenzimatico Yellow Springs modelo 1500 Sport.
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Inserir Figura 2.

2.5. Tratamento estatistico

A normalidade dos dados foi confirmada com o teste de Shapiro Wilk.
Para comparacdo dos valores de peso corporal bem como as respostas
lactacidémicas durante a sessdo aguda do treinamento e ao longo de seis
semanas de treinamento intermitente de alta intensidade utilizou-se o teste de
analise de variancia (ANOVA — One Way) para medidas repetidas seguida,
guando necessario com teste Post-hoc de Tukey. Em todos os casos o nivel de

significancia foi pré-fixado para P<0,05.

3. RESULTADOS

Nao foram observadas alteracdes significativas no PC dos animais ao
longo do periodo de treinamento (400,88 = 13,93Q).

Durante a sessado aguda, foram verificados aumentos significativos de
29%, 86% e 140% nas [Lalys, [La]z= e [LaTs: respectivamente com relagcao ao
repouso. Além disso, a [Lalwco fOi significativamente superior aos valores
observados no repouso € [Lalys, [Lal]z= e [LaTs: (Figura 3). No entanto, ndo
foram verificadas diferencas significativas entre os valores lactacidémicos

observados no 32, 52 ¢ 72 min.

Inserir Figura 3.
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Foram verificadas significativas reducbées em média de 32% na [Lalqe,
46% na [La].: e 48% [La’lz2em T2, T3 e T4 quando comparado a T1. A [Lasa
em T3 e T4 apresentou-se 24% e 25%, respectivamente, menor em relacao a
[Lalse em T2 (P<0,05). Além disso, a [La].: em T4 foi significativamente menor
(25%) em comparacéao a T3 (P<0,05). No entanto a [La]s: apresentou diferenca

significativa em T2, T3 e T4 somente quando comparadas a T1 (Figura 4).

Inserir Figura 4.

As [La-]pico Obtidas em T2, T3 e T4 apresentaram redugéo de
aproximadamente 35% , 39% e 49%, respectivamente, em relagdo a obtida em
T1 (P=0,0002). Aléem disso, a [La-]pico em T4 apresentou 22% de reducdo em

comparacado a T2 (P=0,004) (Figura 5).

Inserir Figura 5.

4. DISCUSSAO

A prética de atividade fisica representa uma ferramenta importante para
a reversao das alteracoes metabdlicas de diversas patologias como a
obesidade, diabetes melitus tipo 2 e doengas cardiorespiratorias (Knowler et
al., 2002; Handschin e Spiegelman, 2008). Atualmente, as respostas

metabdlicas em decorréncia do treinamento aerdbio ja estdo bem
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estabelecidas, no entanto, em relacédo ao treinamento anaerdbio ainda carecem
de estudos.

As concentracbes de lactato sanguineo permitem avaliar a
predominancia da participacdo do sistema aerdbio ou anaerébio em resposta a
um exercicio fisico agudo ou crbnico. Portanto, tém sido utilizadas para
predicdo da intensidade do exercicio fisico, visando a otimizacdo do
desempenho e/ou minimizagdo das alterac6es metabdlicas patologicas e, para
a avaliacao das respostas metabdlicas ao treinamento (Wells et al., 2009).

Os principais achados do presente estudo foram a significativa
participacdo do sistema glicolitico apds exercicio intermitente de alta
intensidade e a redugédo das concentracdes pico de lactato apds seis semanas
de treinamento.

Durante as fases iniciais de exercicio de alta intensidade, o ATP é
quebrado através da enzima ATPase, e a fosfatocreatina é quebrada pela
enzima creatina cinase para a ressintese de ATP. Para a realizacdo de
exercicio intenso de mais de 12 -15 segundos e menos de 3 minutos de
duracdo, o organismo depende principalmente do metabolismo anaerébico
para producao de energia (Wells et al., 2009).

O treinamento fisico de alta intensidade realizados por curtos periodos
de tempo tem efeitos significativos sobre o sistema glicolitico anaerébio, de
forma que o aumento da produgdo de ATP é acompanhado por aumento da
producéo de lactato muscular (Laursen, 2002).

No presente estudo, durante a sesséo de treinamento, pode-se observar
que a resposta lactacidémica apresenta aumento progressivo ao longo do

tempo, com concentracdes de lactato pico no 7° minuto de recuperacéo. Esta
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resposta, apds cada série da sessao de treinamento, ocorre em consequéncia
do intervalo entre cada série (60 segundos), de forma que nao ha tempo
suficiente para que haja reposicdao dos estoques de fosfatocreatina (PCr) e,
portanto, o sistema glicolitico contribui para gerar ATP e, consequentemente,
ocorre “sobreposicao” dos valores de lactato entre as séries.

Aumentos na concentracdo de lactato sanguineo também foram
observadas por Gorostiaga et al. (2010) associado a menor contribuicdo da
PCr apds 10 repeticobes maximas (RM) de extensdo de joelho (leg press)
quando comparada a uma série de 5 RM.

Ainda nesse estudo Gorostiaga et al. (2010), o protocolo de exercicio
produziu fadiga e mudancas no conteudo de PCr muscular, lactato e
intermediarios glicoliticos em maiores niveis, como reportado apoés 30
segundos de sprints no ciclismo (Boobis et al., 1987; Medbo e Tabata, 19983;
Jones et al., 1985; Parolin et al., 1999), sprints maximos de corredores (Boobis
et al., 1987; Spriet et al., 1987) ou durante contracGes isométricas, isocinéticas
(Jones et al., 1985) ou eletricamente estimuladas (Bergstrom e Hultman, 1988;
Hultman e Sjoholm, 1983). A participacédo da via glicolitica e da via fosfagénio
para a producdo de ATP nesses modelos de exercicio variou em torno de 60-
70% e 30-40%, respectivamente, o que explica a maior producédo de ATP, em
concordancia com os resultados do presente estudo.

Os maiores valores [Lalys, 2° [Lale e 3%Lalx e [Lalpco foram
observados no primeiro dia de coleta, ou seja, na primeira sessdo de
treinamento. Sabe-se que as concentracées plasmaticas de epinefrina e

norepinefrina aumentam durante o exercicio fisico e (Schneider, 2000; Fattor,
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2005)., tem sido relatado forte correlacdo entre concentracdes plasmaticas de
catecolaminas e lactato (Krzeminski, 2000).

O sistema B-adrenérgico, a epinefrina, em particular, € um forte
estimulador da glicogendlise muscular (Prats et al., 2009). Infusdo de epinefrina
em humanos, aumenta o lactato sanguineo em repouso (Staten et al., 1987),
durante o exercicio (Gaesser et al., 1982) e, durante estimulacdo elétrica
(Spriet et al., 1988). Por outro lado, o bloqueio de receptores B-adrenérgicos
resulta em reducao do lactato muscular e sanguineo (Hamann, 2001).

Possivelmente, na primeira sessdo de treinamento houve maior ativacao
do sistema simpatico, em resposta ao estresse pelo qual os animais foram
submetidos, apesar de serem previamente adaptados ao modelo experimental.
Isso refletiu em maior resposta lactacidémica na primeira sessao de
treinamento quando comparada as sessdes subsequentes.

No entanto, ao longo do protocolo de treinamento, os valores de lactato
sanguineo apresentaram reducdo significativa em relacdo ao primeiro dia de
treino, além disso, houve diferenga expressiva do segundo para o ultimo dia de
coleta.

O treinamento pode promover alteracées nos niveis de ATP e PCr
armazenados no musculo. O treino de forca pode resultar em um aumento de
aproximadamente 20% de ATP e PCr (MacDougall et al., 1977), enquanto que
o treinamento sprint parece ndo alterar os estoques de ATP ou PCr (Dawson et
al., 1998). Ha indicios de que essas modalidades de treinamento modulem
enzimas associadas ao sistema fosfato de alta energia, mais especificamente a

ATPase e a creatina cinase (Costill et al., 1979; Vikne et al., 2006).
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Larsen et al. (2009) verificou que a constante de recuperacao de PCr
apds a realizacdo de maxima contracdo voluntaria isométrica dos musculos
tibial anterior e vasto lateral com reducéo de 50% dos valores de PCr basais,
em individuos ativos € maior que em individuos sedentarios.

Da mesma forma, Yoshida (2002), observou maior velocidade de
recuperacado de PCr (63%) no musculo biceps femoral de jovens corredores
guando comparado ao de jovens sedentarios. Essa magnitude de diferenca na
constante de recuperacédo da PCr foi similar ao encontrado por Larsen et al.
(2009).

Essas inferéncias, portanto sugerem que houve melhora do sistema de
ressintese de PCr, ou seja, aumento dos estoques de PCr muscular em
resposta ao treinamento no presente estudo.

A taxa de ressintese de PCr é diretamente proporcional a taxa de
fosforilacdo oxidativa (McCully et al., 1993; Paganini et al., 1997) e tem sido
usada como uma medida ndo-invasiva da funcdo mitocondrial in vivo em larga
escala na populacao, incluindo individuos treinados e nao treinados (Haseler et
al., 1999; Haseler et .al, 2004; Johansen e Quistorff, 2003, Yoshida, 2002).

Em concordancia com o estudo realizado por Yoshida et al. (2002),
Mogensen et al. (2006) reportaram taxas de respiracdo mitocondrial e atividade
da citrato sintase 41% mais altas no musculo vasto lateral de individuos
treinados quando comparados a nao treinados.

Embora, a melhora da capacidade oxidativa como resultado de
treinamento aerdbio seja um consenso na area da fisiologia, recentes estudos
tém sugerido que exercicios realizados em intensidades criticas induzem

alteracbes na capacidade oxidativa (Gibala, 2009). Em um estudo
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(Burgomaster et al., 2008) conduzido em individuos jovens, 6 semanas de
esforcos maximos intervalados, induziram melhora em marcadores de
capacidade oxidativa no musculo vasto lateral, semelhante a de um
treinamento aerdbio, apesar do volume de treino ter sido significantemente
menor (225 vs. 2,250 kd/semana).

Forbes et al. (2008) também utilizaram o protocolo de esforcos méaximos
intervalados e demonstraram melhora na taxa de ressintese de PCr no
quadriceps de adultos apds 2 semanas de treinamento. Como ja citado, a taxa
de ressintese de PCr é diretamente proporcional a taxa de fosforilacao
oxidativa, dessa forma, reflete contribuicées tanto do metabolismo glicolitico
quanto do oxidativo (McCully et al., 1993; Paganini et al., 1997; Forbes et al.,
2009)

Estudos em animais (Atherton et al., 2005) tém mostrado que
estimulagéo elétrica em musculos isolados com pulsos de baixa frequéncia por
periodos prolongados (mimetizando treinamento aerdbio) ou de alta frequéncia
por curtos periodos (mimetizando treinamento anaerdbio) ativa seletivamente
cascatas de sinalizacdo associadas a biogénese mitocondrial (AMPK) (Gibala,
2009).

De acordo com nossos resultados, pode-se inferir que a reducédo dos
valores lactacidémicos em resposta a esse modelo de treinamento foi
promovida por aumento, principalmente, dos estoques de PCr. No entanto,
considerando-se que esforcos de alta intensidade realizados em um curto
periodo de tempo estimulam a biogénese mitocondrial por aumentos na

expressdao de PGC1-a. Como proposto por Gibala (2009), a menor resposta
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lactacidémica nesse modelo pode também ser resultante da melhora da
capacidade oxidativa.

Dessa forma, esse modelo experimental nos permite propor que
esforgos fisicos de alta intensidade e baixo volume sejam utilizados para
promover adaptacées no metabolismo com simultdnea melhora da utilizacéo
dos substratos energéticos em decorréncia da melhora da biogénese
mitocondrial.

Esse dado é de extrema importancia considerando que em condicoes
patolégicas, como na obesidade e diabetes Melitus tipo 2, os individuos
apresentam baixa tolerancia ao exercicio e, portanto, esforcos de alta
intensidade realizados em baixo volume poderiam ser utilizados para estimular
a melhora da capacidade oxidativa, o que aumentaria entdo a tolerancia a
exercicios de longa duracdo, normalmente utilizados nessas condi¢des para
otimizar a utilizagdo da glicose (Yaspelkis, et al., 2002) e dos acidos graxos
(Pilegaard et al., 2000) como substrato energético. No entanto, mais estudos
precisam ser realizados para evidenciar os efeitos desse modelo de
treinamento nessas condi¢des patoldgicas.

A partir desse modelo experimental de exercicio intermitente de alta
intensidade, podemos concluir que contracbes musculares de alta intensidade
intervaladas por 60 segundos apresentam significativa participacdo do sistema

glicolitico e melhora a ressintese de PCr.
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LEGENDAS DAS FIGURAS
Figura 2. Plataforma metélica utilizada para a realizacdo do exercicio
intermitente de alta resisténcia tipo jump squat adaptada de Barauna, et al.,

2005.

Figura 3. Valores médios + erro padrdao das concentracbes sanguineas de
lactato obtidas no repouso (Rep), imediatamente apo6s a 12, 22 e 32 série de
doze saltos e apdés o 3°% 5° e 7° minuto de recuperacao (3° 5° e 7°min,
respectivamente). 2 P<0,0071 vs Rep, ® P<0,05 vs 1°érie, ¢ P<0,001 vs Rep e
1 Série, ¢ P<0,05 vs 2 %érie; ® P<0,001 vs Rep, 1°érie e 2%érie, ' P<0,05 vs
3°%érie; 9 P<0,001 vs Rep, 1°e 2°%éries, " P<0,05 vs 3°érie; ' P<0,001 vs Rep,

1°e 2 séries, | P<0,05 vs 3°série.

Figura 4. Valores médios + erro padrdao das [Lalis, [La]e e [La’]s: do
treinamento intermitente de alta intensidade mensurados na primeira sessao
(T1), apds 15 (T2), 30 (T3) e 45 (T4) dias de treinamento. ® P=0,0002 vs [La];:
(T1); ® P=0,0002 [Laz (T1), © P=0,0002 [La]s: (T1); ¢ P=0,0002 vs[Lals= (T1),
® P=0,004 vs[Lals: (T2); F P=0,0002 vs[Lalx (T1); 9 P=0,0002 vs [Lals (T1);
" P=0,0002 vs [Lals: (T1), P=0,03 vs [Lals: (T2); 1 P=0,0002 [La]z (T1), ' P=

0,02 [La]x: (T2); ™ P=0,0002 vs [Lals: (T1).

Figura 5. Valores de [La']yico mensurados na primeira sessdo (T1), apés 15 (T2),
30 (T3) e 45 (T4) dias de treinamento intermitente de alta intensidade. Valores
expressos em milimoles por litro (mmol/L) como média £+ EPM. *P= 0,0002 vs

T1, **P=0,0002 vs T1, ¥P=0,0002 vs T1; *P=0,004 vs T2.
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RESUMO

Objetivos: Investigar em ratos obesos o efeito da pratica de exercicio resistido
sobre a sensibilidade a insulina e sobre a expressdao de citocinas pro-
inflamatérias e de transportador de glicose em musculo solear. Métodos:
Ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica (grupos obesos) foram
submetidos ao protocolo de exercicio tipo jump squat. A sensibilidade a insulina
e a expressao génica de TNF-a, SOCS3 e GLUT4 foram comparadas entre os
grupos obesos sedentarios (OS) e exercitados (OE), controles sedentarios (CS)
e exercitados (CE). Resultados: A sensibilidade a insulina estava reduzida no
grupo OS e elevada no OE. Os conteudos de RNAm de TNF-a.e de SOCS3
estavam aumentados no musculo esquelético do grupo OS e reduzidos no OE.
O conteudo protéico e de RNAm de GLUT4 nao diferiu entre os grupos.
Conclusoes: O exercicio resistido reverte o quadro de resisténcia a insulina
periférica e de inflamacdo no musculo esquelético de obesos induzidos por

dieta.

Descritores: dieta hiperlipidica, exercicio resistido, sensibilidade a

insulina, GLUT4, TNF-a e SOCS3
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ABSTRACT

Objectives: To determine if resistive exercise protocol can modulate TNF-q,

SOCS3 and glucose transporter GLUT4 genes expression in skeletal muscle,
and peripheral insulin sensitivity in obese rats induced by hyperlipidic diet.
Methods: Wistar obese rats induced by hyperlipidic diet were subjected a
resistive exercise protocol as jump squat. Insulin sensitivity and mRNA content

of TNF-o , SOCS3 and GLUT4 were assayed and compared among the groups:

obese sedentary (OS) and exercised (OE), sedentary controls (CS) and

exercised (CE). Results: The mRNA content of TNF-o and SOCS3 has

increased in skeletal muscle from OS and has decreased in OE group. The
protein and GLUT4 mRNA contents were correlated but they did not change
among the groups. Peripheral insulin sensitivity has increased in the OE
compared to OS group. Conclusions: The resistive exercise reverses the
peripheral insulin resistance and the inflammatory state in skeletal muscle from

diet-induced obese rats.

Key Words: hyperlipidic diet, resistive exercise, insulin sensitivity, GLUT4, TNF-

o and SOCS3
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INTRODUCAO

A obesidade é considerada uma epidemia mundial presente em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Embora 0s mecanismos precisos que
correlacionam a obesidade com a resisténcia a insulina e Diabetes Melito tipo 2
ainda nao estejam definidos, provavelmente se relacionam a producdo de
varios fatores derivados dos adipécitos que atuam no figado, no masculo ou no
préprio tecido adiposo, comprometendo a acao da insulina (1).

Em modelos de obesidade, a resisténcia a insulina esta associada a
reducao da expressao de transportador de glicose (GLUT4) e/ou prejuizo na
via de sinalizacao da insulina em musculo esquelético e tecido adiposo (2), o
que esta associado a um quadro de inflamagcao subclinica caracteristico da
obesidade, resultante da maior circulacao de fatores pré-inflamatérios como o
fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-1 (IL-1B) entre outros (3).

A relacao entre o aumento da expressado de TNF-a e os prejuizos na
sensibilidade a insulina no musculo esquelético ja foi demonstrada em animais
in vitro (4) e in vivo (5) e, em humanos in vivo (6). O TNF-a reduz a sinalizagao
da insulina atuando em nivel de proteinas da cascata de sinalizacdo desse
hormoénio como o substrato do receptor de insulina (IRS-1), prejudicando a
propagacao do sinal da insulina para captacdo de glicose em tecidos insulino-
sensiveis (7).

Além disso, 0 aumento da expressao de TNF-a pode levar a resisténcia
a insulina por inducao da expressao de proteina Supressora de Sinalizacao de
Citocinas (SOCS) (8). A proteina SOCS ¢ induzida por diversas citocinas, em

varios tecidos, de maneira tecido- e citocina-especifica.
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Embora a SOCS seja uma proteina originalmente pertencente a via de
sinalizacao de citocinas, foi mostrado recentemente que ela também pertence
ao circuito de sinalizacao da insulina (9). Quando expressa, a SOCSS localiza-
se no citoplasma em condi¢des basais. Ap6s o tratamento com insulina, foi
observado seu deslocamento para a membrana plasmatica, onde pode
interagir com o receptor da insulina, atuando negativamente na sinalizacdo do
horménio (9).

O treinamento de resistido (TR), assim como o treinamento aerdbio,
também estd associado a reducao do risco de doencgas relacionadas a baixo
grau de inflamagédo , tais como aterosclerose, obesidade e resisténcia a
insulina (10).

O regulamento de adaptacdo do musculo esquelético ao exercicio de
resistido é orquestrada por uma complexa rede de cinases e fosfatases sujeitas
a um elevado grau de regulagéo por retroalimentacao, cruzamento de vias de
sinalizagéo e ativagdo transitéria (11).

Em longo prazo, o TR pode diminuir os niveis basais de citocinas que
desempenham papel negativo no metabolismo da glicose (12). No entanto,
dados da literatura ainda ndo sao conclusivos quanto ao efeito do exercicio
sobre as concentragdes plasmaticas e musculo-esqueléticas de citocinas (13).

A maioria dos relatos dos efeitos do exercicio na modulacéo de citocinas
sdo provenientes de estudos envolvendo treinamento aerdébio (14,15). Em
contraste, as provas sobre a relagdo entre exercicio resistido e inflamacéao é
mais limitada (16) As respostas fisiologicas e o padrdo de citocinas liberadas
pelo musculo frente ao exercicio aerébio sdo diferentes dos obtidos em

exercicio resistido (17).
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A literatura aponta um efeito redutor na expressdao de TNF-a em tecido
muscular esquelético em resposta aguda (18) ou crénica (19) a atividade fisica
resistida. No entanto, os efeitos do treinamento resistido (TR) no conteudo de
TNF-a dependem do compartimento onde a mensuragdo é realizada: no
plasma ou no tecido muscular (proteina ou expressdo de RNAm) (20).

Ha estudos que mostram auséncia de efeitos do TR sobre a
concentracao plasmatica de TNF-a (21-23), enquanto um dos mesmos estudos
relataram aumentos na expressdo de RNAm desse gene (24). Por outro lado,
reducao na expressao de TNF-a em resposta ao TR tem sido relatada (19).

No entanto, estudos que avaliem o efeito do treinamento resistido na
modulacdo de marcadores inflamatérios envolvidos no prejuizo da cascata de
sinalizagdo da insulina em tecido muscular esquelético sdo escassos na
literatura. Nesse contexto, este estudo pretende identificar os efeitos que o
exercicio fisico resistido exerce sobre a expressao de citocinas pro-
inflamatérias em musculo esquelético solear envolvidas no prejuizo da

sensibilidade a insulina decorrente da obesidade.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Ratos Wistar com dois meses de idade (180-200g) provenientes do
Biotério Central da UNESP, Campus Botucatu foram utilizados neste estudo.
Os animais foram mantidos no biotério de experimentagdo na UNESP do
Campus de Presidente Prudente sob condigcdes padronizadas de temperatura

(22 = 2 °C) e ciclo claro/escuro (12/12 horas diarias).
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Os procedimentos experimentais utilizados no presente estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UNESP —

Campus Presidente Prudente, processo n° 15/2009.

Desenho Experimental:

Os animais foram distribuidos em quatro grupos: controle sedentario
(CS); controle exercitado (CE); obeso sedentéario (OS); obeso exercitado (OE).

Os animais controles foram alimentados com ragdo padrdo (marca
Supra LAb — Alisul Ind. Alimentos LTDA., Sao Leopoldo, RS; com composi¢ao
de 25% de proteinas, 3% de lipideos, 18% de fibras, 11% de material mineral,
2% de calcio e 0,5% de fésforo) e, agua fornecida ad libitum. Os grupos OS e
OE foram alimentados com uma dieta hiperlipidica adaptada de Lamas et al.,
2004 composta por: bacon, mortadela, salsicha, bolacha e refrigerante e racao
padrdo, numa proporcdo de aproximadamente 2:2:2:1:1:1 respectivamente,
numa composicdo de 28% de carboidratos, 13% de proteinas e 59% de
lipideos a partir do segundo més de vida (25). O peso corpéreo (PC) dos
animais foi registrado semanalmente.

Apés dois meses de dieta de hiperlipidica, com quatro meses de idade,
os animais dos grupos exercitados (CE e OE) foram submetidos a um protocolo
de treinamento resistido. Os animais passaram por uma semana de adaptacao
antes do inicio do protocolo de treinamento resistido e, os animais que
resistiram a atividade foram distribuidos nos grupos sedentarios (CS e OS). O
treinamento resistido foi realizado seguindo o modelo de forga proposto por
Tetsuro Tamaki (26) com algumas adaptagdes. O aparelho foi projetado de

maneira que o animal ficava imobilizado por um colete adaptado sobre uma
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plataforma metélica. A estimulacdo elétrica foi realizada utilizando clipe
metalico que envolvia a extremidade da cauda do animal ligado a um
eletroestimulador tipo Dualpex 961, da Quarker, calibrado pelo INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial). Os
parametros utilizados foram: frequiéncia 1 Hz, duracdo de 0,3 s com intervalo
de 2 s entre cada estimulacao elétrica e, a intensidade foi ajustada de maneira
que o animal executasse o movimento, variando de 3 a 6 mA. Esses
parametros foram adotados por serem pulsos bidirecionais de média nula, nao
apresentando efeitos eletroliticos, permitindo aplicacées de longa duracdo sem
risco de lesdo dos tecidos.

Com esta estimulacdo o rato realizou o movimento de extensao
completa da pata (joelno e tornozelo) levantando uma carga que era
posicionada na parte posterior do colete. Os animais realizaram 3 séries de 12
repeticdes, 3 vezes por semana, durante 6 semanas. Foram realizadas 3
sessOes de adaptacdo ao treinamento na primeira semana sem incremento de
carga: 1, 2 e 3 séries de 12 repeticbes do primeiro ao terceiro dia
respectivamente. Nas primeiras 2 semanas, 0S animais realizaram o
treinamento sem incremento de carga. A partir da terceira semana, uma carga
equivalente a 50% do PC foi imposta até o final do protocolo de treinamento
resistido. A carga foi ajustada semanalmente de acordo com as variagdes do

PC.

Teste de Tolerdncia a Insulina (ITT)

Para a avaliacdo da sensibilidade a insulina, os animais foram

submetidos ao teste de tolerdncia a insulina “in vivo”. Neste teste foi
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administrada insulina na dose 50 uU / 100 g de peso corp6reo na veia peniana,
e foi analisada a concentracdo de glicose sérica em diferentes tempos de
coleta de sangue (0 — tempo basal a 16 minutos) apdés a administracdo da
insulina.

Este teste foi realizado uma semana antes do sacrificio, sendo
utilizados 4 ratos de cada grupo, os quais foram anestesiados com xilasina e
quetamina
(0,3 mg / Kg de peso corporeo). A glicemia foi determinada por glicosimetro
(Biocheck, Brasil).

Coleta do Material

Apbs 24 horas da ultima sessao de treinamento, os animais foram
submetidos a 2 horas de jejum e foram sacrificados por meio de anestésico
(mistura de xilasina e quetamina - 60 mg/ kg do peso corporal de cada
componente) por via intraperitoneal. Em seguida foram retirados o musculo

esquelético séleo e o tecido adiposo branco periepididimal (TA).

Quantificacdo do RNA

O RNA total das amostras do musculo séleo foi isolado com Brazol
(LGCBio Biotecnologia, Brasil), seguindo as recomendacdes do fabricante. As
concentracdes de RNA foram determinadas pela absorbancia a 260 nm. A
pureza do RNA foi determinada através do calculo da relacdo absorbancia a
260 e 280 nm, bem como por coloragéo por brometo de etidio.

Para transcrigédo reversa, 5 ug de RNA total foram submetidos as reacéao
de transcricdo reversa com primers randémicos para a sintese de uma fita de

DNA complementar ao mRNA (cDNA). Posteriormente foi realizado a
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amplificacdo dos fragmentos dos genes do GLUT4 (sense 5 -

CCCCTCCAGGGCAAAGGAT - 3, antisense: 5 -
TCCTGGAGGGGAACAAGAA - 3), da SOCS3 (Sense: 5'-
CCTTTGAGGTTCAGGAGCAG -37; Antisense: 5-

GTAGCCACGTTGGAGGAGAG -3) e do TNF-o (Sense: 5-
AAGATGTCTCAGGCCTCC —3’; Antisense:5’- AGACAGCTTCCCAACGAT -3)
através da Reacdo de Polimerizacago em Cadeia (PCR). Os produtos
amplificados foram entdo submetidos a eletroforese em gel de agarose-EtBr e
visualizados com iluminagdo UV (KODAK Molecular Imaging Software Version
4.0, 2-User e Eletronic UV Transilluminator Ultra. Lum. Inc). Para a analise
densitométrica das bandas obtidas foi utilizado software Scion Image (Scion
Corporation, Frederick, Maryland, USA), apropriado para este fim. A expressao
do RNAm para o gene Glut4 foi normalizada pela expressao da B-actina (sense
5- ATGAAGATCCTGACG AGCGTG - 3 e antisense 5 — CTTGCTGATCCACA
TCTGCTGG - 3'), calculada pela razdo dos valores densitométricos de cada

amostra para o gene Glut4 e o gene constitutivo.

Quantificacdo de proteinas

Para a técnica de Western Blotting foi realizado o processo de obtencéo
da fracdo de membranas totais (MT). Para isso o tecido muscular solear foi
homogeneizado em tampéao TRIS HCI 10mM; EDTA 1mM, sacarose 250mM,
pH 7,4, usando-se POLYTRON PT 3000 KINEMATICA® (BRINKMAN). Em
seguida, foi submetido a uma centrifugacédo a 1.000g durante 10 minutos, 4°C.
O sobrenadante foi guardado e o precipitado ressuspenso em mesmo tampao

(1/3 do volume inicial) e submetido novamente a centrifugacéo (1.000g) por 10
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minutos, a 4°C. Os dois sobrenadantes foram somados e entdo submetidos a
uma ultracentrifugagdo a 150.000g durante 75 minutos, a 4°C. O sedimento
correspondente a fracdo de membranas totais (MT) foi ressuspenso em 600 uL
de tampao de homogeneizacao e estocado a —20°C até a utilizacao.

A concentragdo de proteina total da fracdo de membranas totais foi
avaliada através do método de Lowry. Apés 30 minutos de incubagédo a 37°C, a
concentracdo de proteina foi avaliada por leitura em espectrofotdmetro (670
nm), utilizando-se uma curva de calibragdo de albumina bovina sérica (BSA) de
0,05 a 1,0 mg / mL. Os valores de concentracao protéica das amostras de
fracdo de membranas totais foram aferidos nesta curva de calibracao.

A deteccdo das quantidades de proteinas GLUT4 no musculo séleo foi
realizada utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida, com a utilizacao
de kit de quimiluminescéncia (ECL) para deteccdo das bandas.
Resumidamente o método consistiu em: quantidades iguais de proteinas foram
solubilizadas em tampdo de Laemmli, separadas de acordo com 0 peso
molecular em SDS-PAGE (10%) e entdo transferidas eletroforeticamente para
membrana de nitrocelulose Hybond-C Super (GE healthcare, AMERSHAM
Biosciences, UK). Apds bloqueio com albumina sérica bovina em PBS 8%
durante 1 hora, as membranas foram incubadas com anticorpo anti-GLUT4
(Chemicon) (diluicdo 1:3000 em PBS), durante 3 horas a 37°C. Posteriormente
foi realizada uma incubacado com os anticorpos secundarios anti-lgG, marcado
com peroxidase (HRP), diluido 1:10000, em solu¢do blogueadora BSA 1%
durante 1 hora. As membranas foram lavadas vigorosamente com tampao PBS
e colocadas em contato com 3mL de reagente de deteccdo n° 1 acrescidos de

3mL de reagente de deteccao n°2 do kit ECLTM — Western Blotting Detection
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Reagents (GEHealthcare, AMERSHAM Biosciences, UK) por 2 minutos e
expostas a Hyperfilm® (IGF — Corporation, New Jersey, USA) por periodos de
2, 4, 6 e 8 minutos para detecgcdo das bandas resultantes. As bandas
identificadas na autorradiografia foram quantificadas através de densitometria
Optica pelo programa Scion Image software (ScionCorp, Frederick, MD). O
anticorpo anti-GLUT4 utilizado foi obtido junto a Chemicon International,

Temecula, Califérnia.

Andlise Estatistica

A avaliacdo estatistica dos resultados foi realizada através do programa
Instat versao 3.01. Os valores sdo expressos em média e erro padrao da média
(EPM). O teste Kolmogorov—Smirnov revelou que os resultados dos
experimentos apresentam distribuicdo normal. A comparagédo entre 0s grupos
foi realizada usando o teste ANOVA one-way com Post-hoc de Tukey. As
diferencas entre os grupos foram consideradas significantes quando o valor de

P foi menor que 0,05.

RESULTADOS

Para induzir a obesidade nos animais foi ofertada uma dieta de
hiperlipidica composta por alimentos hipercaléricos a partir do segundo més de
idade. A partir da terceira semana de ingestdo da dieta hiperlipidica, p6de-se
observar aumento significante no peso dos animais que receberam a dieta e

dos que néo receberam (Fig. 1).
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Inserir Fig 1

A Tabela 1 ilustra as caracteristicas de composicdo corporal dos
animais. Os valores apresentados na segunda coluna mostram que os animais
sedentarios submetidos a dieta de hiperlipidica (OS e OE) apresentaram
aumento estatisticamente significante na porcentagem de ganho de peso
corpéreo ao longo do periodo de estudo, quando comparados aos grupos
controles (CS e CE). No entanto, quando submetido ao protocolo de
treinamento, o grupo OE apresentou reducéo neste valor comparado ao grupo
OS, evidenciando a eficiéncia do treinamento resistido imposto. Além disso,
verificou-se aumento expressivo da massa adiposa periepididimal nos animais
submetidos a dieta hiperlipidica de 49% no grupo OS (P<0,001) e 42% no
grupo OE (P<0,01), quando comparados aos grupos controles CS e CE,
respectivamente. No entanto, quando submetido ao treinamento resistido (OE),
o tecido adiposo periepididimal apresentou reducdo de 27% comparado ao
grupo OS (P<0,01). Os valores de peso relativo de massa muscular solear ndo
apresentaram diferencas entre os grupos.

Em relacdo a sensibilidade a insulina, observou-se que os ratos
submetidos a dieta hiperlipidica por um periodo de quatro meses apresentaram
reducdo na constante de decaimento da glicose (kITT) calculada (Tabela 1).
Em contrapartida, o treinamento resistido imposto aumentou a resposta ao
estimulo da insulina, indicando maior capacidade de depuracdo de glicose
durante o ITT nos animais do grupo OE quando comparados aos animais do

grupo OS (P<0,01).
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Inserir Tabela 1.

Na Fig 2. sdo ilustrados os valores densitométricos em unidades
arbitrarias (UA) referentes a expressao de RNAm de GLUT4, SOCS3 e TNF-a
no musculo séleo. A dieta hiperlipidica causou aumento de 26% (P<0,05) e de
33% (P<0,001) do conteudo de RNAmM de SOCSS3 e TNF-a, respectivamente,
no grupo OS quando comparado ao grupo CS. No entanto, quando submetidos
ao treinamento resistido (OE), houve reducédo de 22% tanto na expressao de
RNAmM de SOCSS3 (P<0,05) quanto de TNF-a (P<0,05) em relagdo ao grupo
OS. O treinamento per se nos animais do grupo CE nao alterou o conteudo de
RNAmM desses genes em relacdo ao grupo CS. Embora ndo houvesse
diferenga estatistica no conteudo de RNAm do GLUT4, concomitantemente ao
aumento na expressdo de RNAm de SOCS3 e TNF-a, o grupo sedentario
submetido a dieta hiperlipidica (OS) apresentou reducao de aproximadamente
28% no conteudo de RNAm de GLUT4. Em contrapartida, os animais do grupo
OE apresentaram aumento de aproximadamente 33% no conteido de RNAm

deste gene em relacao ao grupo OS.

Inserir Fig 2.

Na Fig. 3, & apresentado o conteudo de proteina GLUT4 expresso por
grama de tecido. Embora nao se observe diferencga estatistica entre os grupos,
houve uma importante reducdo de aproximadamente 30% no grupo OS

comparado aos demais grupos, 0 que se correlacionou com o conteudo de
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RNAm. Ja o grupo exercitado OE apresentou aumento de 36% no contetdo de
proteina GLUT4 no musculo séleo em relacdo aos animais OS, indicando
provavel melhora na expressdo desta proteina com a pratica do exercicio

resistido.

Inserir Fig 3.

DISCUSSAO

Diversos estudos demonstraram que a ingestao de dieta hipercalérica
esta associada a resisténcia a insulina em humanos (27) e em animais (28). Tal
alteracdo decorre do aumento expressivo da massa adiposa que induz uma
elevacao da producéo e liberacao de proteinas que prejudicam a sinalizagao da
insulina e a expressdo de transportadores de glicose em tecidos insulino-
sensiveis (2).

No presente estudo, observou-se aumento expressivo no peso corporeo
e no ganho de massa adiposa periepididimal dos animais submetidos a dieta
hiperlipidica em relacdo aos animais que receberam dieta padrdo. A partir
destes resultados podemos inferir que a dieta hiperlipidica foi eficiente em
gerar obesidade em ratos machos Wistar, que parece estar bem instalada na
12° semana, a partir da qual ndo se observou grande incorporagdo de massa
corpérea ao longo de desenvolvimento dos animais, mas manteve-se maior até
o final do estudo.

Diversos mecanismos adaptativos que regulam o metabolismo lipidico
no musculo esquelético dao origem a condicoes metabdlicas que parecem

melhorar, ou, por outro lado, piorar a acdo da insulina (29). De acordo com
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essa afirmacao, no presente estudo ocorreu redugédo na sensibilidade a insulina
nos animais sedentarios submetidos a dieta hiperlipidica durante 14 semanas
(OS). Os eventos metabdlicos que associam a exposicdo crénica a dieta
hiperlipidica aos prejuizos na sinalizagdo da insulina promovidos por serinas
cinases, tais como, a proteina cinase C (PKC), a proteina cinase ativada por
mitogénio p-38 (MAPK p-38), subunidade catalitica B da proteina cinase kB
(IKK-B) e cinase c-Jun N-terminal (JNK) ainda ndo sao precisos. Mas, uma
teoria sugere que a resisténcia a insulina decorre de prejuizos da B-oxidacao
mitocondrial dos acidos graxos, e conseqliente acumulo de metabdlitos de
lipideos que ativam algumas cinases como a PKC e a JNK. Essas cinases, por
sua vez, promovem transcricdo de citocinas com efeitos pré-inflamatérios tal
como o TNF-a (30).

Goodpaster e Kelley (2002) verificaram aumento na sensibilidade a
insulina em tecidos musculares em individuos treinados associado a niveis
elevados de triglicérides (TAG), tal como encontrado na obesidade ou no
Diabetes Mellitus (31). Da mesma forma, tanto o estoque de TAG quanto a
sensibilidade a insulina € maior em musculos com fibras predominantemente
do tipo |, do que os que possuem mais fibras tipo Il (31). Dessa forma, a
capacidade oxidativa muscular mostra-se o melhor preditor da sensibilidade a
insulina do que o conteudo de TAG (32).

Estudos em animais roedores tém mostrado que a estimulacao elétrica
em musculos isolados com pulsos de baixa frequéncia por periodos
prolongados (mimetizando treinamento aerdbio) (33) ou de alta frequéncia por

curtos periodos (mimetizando treinamento anaerdbio) (34) ativa seletivamente
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cascatas de sinalizagdo associadas a biogénese mitocondrial, como por
exemplo a proteina cinase ativada por AMP (AMPK).

Dessa forma, podemos inferir que a melhora da sensibilidade a insulina
nos animais exercitados submetidos a dieta hiperlipidica do presente estudo,
provavelmente esteja associada, em parte, a melhora da capacidade oxidativa
muscular.

Yaspelkis et al. (35) observaram que os componentes da via pro-
inflamatéria sdo ativados em musculos esqueléticos de animais alimentados
com dieta hipercal6rica. Em concordancia com essas observacdes, os achados
do presente estudo mostram que a expressao de RNAmM de SOCS3 e TNF-a
aumentou em musculo esquelético oxidativo de ratos submetidos a dieta
hiperlipidica (OS) de maneira significativa.

Uma das vias pela qual o TNF-a induz a resisténcia a insulina é o
estimulo da lipdlise no tecido adiposo, gerando aumento da concentracao
plasmatica de acidos graxos livres que eventualmente contribui para o
desenvolvimento desse fendtipo resistente a insulina (36). Além disso, o TNF-a
pode inibir o estimulo da insulina por meio da fosforilacdo do substrato do
receptor de insulina (IRS-1) em serina (7). Adicionalmente, os efeitos da
proteina SOCS3 na sensibilidade a insulina decorrem da sua co-localizacéao
nas subunidades beta do receptor de insulina (IR-B) e IRS-1 que resulta no
impedimento da interacdo do IRS-1 com as IR-B, ocorrendo reducdo da
atividade da PI3-kinase (9).

Os mecanismos moleculares que induzem a expressao da proteina
SOCS3 em resposta a dieta hiperlipidica ainda nao foram completamente

esclarecidos. Normalmente a transcricdo de SOCSS3 por meio de citocinas é
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induzida através da ativacdo dos fatores de transcricdo da familia de proteina
ativadora da transcrigéo e sinalizagdo da transducao (STAT) (37).

Recentemente, estudos mostram o efeito do exercicio fisico aerdbio
agudo (38) ou crdnico (15) na modulacao de marcadores inflamatoérios. Neto et
al. (2009) observaram melhora da relagéo IL-10/TNF-a em tecidos musculares
esqueléticos de ratos Wistar submetidos a uma sessao aguda de exercicio
fisico exaustivo (38). E Yaspelkis observou reducdo de RNAm de SOCSS3
associado ao aumento de proteinas envolvidas na cascata de sinalizacao de
insulina de animais obesos exercitados (15).

Estudos relacionados a modulacao de citocinas no tecido muscular em
resposta ao treinamento resistido ainda é escasso na literatura. Recentemente,
Karagounis (2010) mostrou que o treinamento resistido realizado por intervalos
de 48 horas entre cada sessao, promove reducao do conteido de TNF-a no
quadriceps de ratos treinados a 75% da RM ap6s 24 e 48 horas da 52 sessdo
de treinamento (39). No entanto, os efeitos do treinamento resistido sobre a
expressao de SOCS3 muscular ainda ndo foram elucidados.

No presente estudo, a reducdo da expressdo de citocinas pro-
inflamatérias no musculo solear foi acompanhada pela melhora da
sensibilidade a insulina periférica nos animais submetidos ao treinamento
resistido e a dieta hiperlipidica. Essa resposta ao treinamento resistido,
provavelmente, foi promovida, por adaptacdes positivas na capacidade
oxidativa do musculo séleo e, dessa forma, pode ter aumentado a
metabolizacdo de lipideos, que por sua vez, reduziu os fatores de transcricao

de citocinas pro-inflamatoérias e melhorou sensibilidade a insulina (30).
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Estudos na literatura mostram que a expressao da proteina GLUT4 tal
como a translocacdo para a membrana plasmatica induzida por estimulo de
insulina sdo reduzidas pela dieta de alto teor de gordura (28, 29). Contrario a
estas obsevacgdes, no presente estudo a dieta hiperlipidica ndo surtiu efeito
significante na expressdo de RNAm de GLUT4 e, nem no conteudo protéico,
porém se observou importante tendéncia a reducgao (30%) no grupo OS quando
comparado ao CS. Esse achado foi similar ao encontrado por Brandt et
al.(2010) no qual ndo houve alteracées do conteudo protéico da proteina
transportadora de glicose no musculo gastrocnémio de ratos submetidos a
dieta hipercaldrica (40).

Embora varios estudos mostrem aumento no conteudo de GLUT4 apos
treinamento aerdbio, inesperadamente neste modelo de treinamento, nao
ocorreu aumento significativo de proteina GLUT4, porém, se observou forte
tendéncia a um aumento apenas nos animais obesos treinados. Isso sugere
que a eficiéncia na reducao da massa adiposa apds 6 semanas de treinamento
resistido foi o suficiente para ativar mecanismos que possam contribuir para
melhora da sensibilidade a insulina e que nao se reflete em conteudo de
transportador glicose, tais como a ativacdo da AMPK, que por sua vez,
aumenta a captacao de glicose, e a reducado da expressao de citocinas pro-
inflamatérias, como evidenciado no presente estudo.

Apesar desta consideracao, de maneira geral, em relacdo a modulacéao
da expressdao de GLUT4 na obesidade e no treinamento fisico, observou-se
estreita correlacdo entre conteudos de RNAm e de proteina GLUT4,
evidenciando regulacdo transcricional do gene desta proteina nos modelos

estudados.
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Portanto, a dieta de hiperlipidica foi eficiente para promover aumento da
expressao de citocinas pré-inflamatorias locais, representadas pela SOCS3 e
TNF-o, somada a reducdo da sensibilidade a insulina. E o treinamento resistido
foi eficiente para promover reducao da expressao dos marcadores inflamatérios
locais e adequacgao na sensibilidade a insulina, com retorno a valores préximos
dos animais dos grupos controles.

Conclui-se, portanto que a dieta hiperlipidica induz obesidade com
ganho da massa adiposa e aumento de RNAm de marcadores inflamatérios na
musculatura oxidativa. E o treinamento resistido nos animais obesos é eficaz
para reverter as alteracoes tanto na expressdo de RNAmM de SOCS3 e TNF-a
guanto na sensibilidade a insulina, 0 que ndo envolve modulagdo do conteldo

de RNAm e de proteina GLUT4.
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TABELA

Tabela 1. Composicao Corporal e Constante de decaimento da Glicemia
(KITT)

Grupos % de Peso Peso relativo Peso relativo do M. KITT
Corpoéreo do TA Séleo
cs 192+7,54 10,640,91 (10™) 0,46+0,02 (10~) 5,76 + 0,36
CE 163+3,76 8,7910,67 (10°%) 0,56x0,03 (10°%) 6,63 + 0,45
(o] 283112,0** 20,8310,17 (10°°)** 0,4410,59 (10°%) 3,60 +0,62*%
OE 25016,43* * 15,2120,75 (107)** 0,48+0,21 (10) 7,07 £ 0,47 °

Tabela 1. Porcentagem de Ganho do Peso Corpéreo ao longo do tratamento
expresso em percentual (% de Peso Corpéreo); Peso Relativo do Tecido
Adiposo Periepididimal (Peso Relativo do TA) e Peso Relativo do Musculo
Soleo (Peso Relativo do M. Sdéleo) expressos em g de tecido / g de Peso
Corporeo; Constante de decaimento da glicemia (kITT) expressa em percentual
de decaimento da glicemia por minuto. Valores expressos como média + EPM
(n=7 a 10 animais por grupo). Simbolos estatisticos: % de Peso Corpéreo: *
P<0,001 vs CS e CE, * P< 0,05, vs OS; * P<0,001 vs CS e CE; Peso do Tecido
Adiposo Periepididimal: ** P<0,001 vs CS e CE; * P<0,05 vs OS e CS, * P<0,01
vs CE; KITT: *P<0,05 vs CS, * P<0,01 vs CE; ® P<0,001 vs OS. Grupos
experimentais: controle sedentario (CS), controle exercitado (CE), obeso

sedentério (OS) e obeso exercitado (OE)
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1- Grafico representativo da evolugao do peso corpdreo nos grupos
controle sedentéario (CS), controle exercitado (CE), obeso sedentario (OS) e
obeso exercitado (OE). Valores expressos em gramas (g) como média £+ EPM
(n=7 a 10 animais por grupo). Na abscissa, o “INICIO” representa o tempo
inicial da oferta da dieta de cafeteria. *P< 0,01, vs OS e OE. No tempo SEM 6,
** P<0,001 vs CS e CE; SEM 9, ** P<0,001 vs CS e CE; SEM 12, *P<0,05 vs

0OS; SEM 15, ** P<0,001 vs CE e CS; FIM, , ** P<0,001 vs CE e CS.

Figura 2- Grafico representativo do conteddo de RNAm do GLUT4, SOCSS3 e
TNF-a corrigidos pelo RNAm de B-actina obtidos em ensaios de RT-PCR no
tecido muscular solear dos grupos controle (CS), controle exercitado (CE),
obeso sedentario (OS) e obeso exercitado (OE). Valores expressos em
unidades arbitrarias (UA) como média + EPM (n=7 a 10 animais por grupo).
SOCS3: * P< 0,05 vs CS e CE, * P< 0,05 vs OS, TNF-a: ** P< 0,001 vs CS; *

P<0,05 vs OS.

Figura 3- Gréfico representativo do Conteudo total de proteina GLUT4 por
grama de tecido obtido em ensaio de Western blotting. Grupos: controle
sedentario (CS), controle exercitado (CE), obeso sedentario (OS) e obeso
exercitado (OE). Valores expressos em unidades arbitrarias por grama de
tecido (UA/ g de tecido) como média + EPM (n=7 a 10 animais por grupo em

diferentes ensaios experimentais).
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CONCLUSOES
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A partir dessa dissertacdo pode-se concluir que o treinamento fisico
realizado tanto com predominio do metabolimso oxidativo quanto do glicolitico
promovem alteragdes metabdlicas que culminam em melhora da sensibilidade
a insulina. Tal alteracao decorre principalmente de adaptacées no metabolismo
musculo esquelético as repetidas e sistematicas contracées musculares, as
quais promovem reducéo do quadro inflamatério muscular observado durante a

obesidade.
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ANEXO I:
Instrucoes aos autores — Revista Brasileira de Medicina do Esporte

http://www.scielo.br/revistas/rbme/pinstruc.htm

A Revista Brasileira de Medicina do Esporte (RBME) é o 6rgao oficial da
Sociedade Brasileira de Medicina do Esporte (SBME), com publicagédo
bimestral. A missdo da RBME é disseminar a producao cientifica nas areas de
ciéncias do exercicio e do esporte, através da publicacdo de resultados de
pesquisas originais e

de outras formas de documentos que contribuam para o conhecimento
fundamental

e aplicado em atividade fisica, exercicio e esporte no ambito das ciéncias
biolégicas

e da medicina.

Serdo considerados para publicacao artigos originais, artigos de opiniao,
artigos de reviséao, relatos de experiéncia, relatos de casos ou cartas ao editor,
sobre assuntos relacionados com as areas de Medicina e Ciéncias do Exercicio
e do Esporte. Ser membro da SBME nao representa um pré-requisito para
publicacdo na RBME, nem influencia a decisdo do Conselho Editorial. Serao
aceitos artigos escritos na lingua portuguesa e, a critério do Conselho Editorial,
autores e grupos estrangeiros poderdao publicar artigos escritos em inglés.
Todos os artigos serdo publicados na integra em portugués e em inglés, com
resumos também em espanhol, sendo responsabilidade da RBME a producéao
das versbes estrangeiras. A RBME adota as regras de preparacdo de
manuscritos da Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals (International Committee of Medical Journal

DUPLA SUBMISSAO

Os artigos submetidos a RBME serao considerados para publicacdo somente
com a condicdo de que ndo tenham sido publicados ou estejam em processo
de avaliacao para publicacao em outro periddico, seja na sua versao integral ou
em parte. A RBME nao considerard para publicagdo artigos cujos dados
tenham sido disponibilizados na Internet para acesso publico.

Se houver no artigo submetido algum material em figuras ou tabelas ja
publicado em outro local, a submissédo do artigo devera ser acompanhada de
cbépia do material original e da per-missdo por escrito para reproducado do
material.

CONFLITO DE INTERESSE

Os autores deverao explicitar, através de formulario préprio (Divulgacédo de
potencial conflito de interesses - a seguir), qualquer potencial conflito de
interesse relacionado ao artigo submetido, conforme determinagcéo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC 102/ 2000) e do Conselho Federal de
Medicina (Resolucdo n® 1.595/2000). Esta exigéncia visa informar os editores,
revisores e leitores sobre relacdes profissionais e/ou financeiras (como
patrocinios e participacdo societaria) com agentes financeiros relacionados aos
produtos farmacéuticos ou equipamentos
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envolvidos no trabalho, os quais podem teoricamente influenciar as
interpretacdes e

conclusées do mesmo. A existéncia ou nao de conflito de interesse declarado
estarao ao final de todos os artigos publicados.

BIOETICA DE EXPERIMENTOS COM SERES HUMANOS

A realizacdo de experimentos envolvendo seres humanos deve seguir a
resolucao especifica do Conselho Nacional de Saude (n® 196/96) disponivel na
internet (http://conselho.saude.gov.br/docs/Resolucoes/Reso196de96.doc),
incluindo a assinatura de um termo de consentimento informado e a protecéao
da privacidade dos voluntarios.

BIOETICA DE EXPERIMENTOS COM ANIMAIS

A realizacdo de experimentos envolvendo animais deve seguir resolugdes
especificas (Lei n? 6.638, de 08 de maio de 1979; e Decreto n® 24.645 de 10 de
julho

de 1934).

ENSAIOS CLINICOS

Os artigos contendo resultados de ensaios clinicos deverao disponibilizar todas
as informacoes necessarias a sua adequada avaliacao, conforme previamente
estabelecido. Os  autores deverdao  referirse ao  "CONSORT"
(www.consortstatement.

org).

REVISAO PELOS PARES

Todos os artigos submetidos serdo avaliados por ao menos dois revisores com
experiéncia e competéncia profissional na respectiva area do trabalho e que
emitirdo parecer fundamentado, os quais serédo utilizados pelos Editores para
decidir sobre a aceitacdo do mesmo. Os critérios de avaliacdo dos artigos
incluem: originalidade, contribuicdo para corpo de conhecimento da area,
adequacao metodoldgica, clareza e atualidade. Os artigos aceitos para
publicacdo poderdo sofrer revisbes editoriais para facilitar sua clareza e
entendimento sem alterar seu conteudo.

CORRECAO DE PROVAS GRAFICAS

Logo que prontas, as provas graficas em formato eletrénico serdo enviadas,
por e-mail, para o autor responsavel pelo artigo. Os autores deverao devolver a
prova grafica com as devidas correcées em, no maximo, 48 horas apés o seu
recebimento.

DIREITOS AUTORAIS

Todas as declaracdes publicadas nos artigos sédo de inteira responsabilidade
dos autores. Entretanto, todo material publicado torna-se propriedade da
Editora, que passa a reservar os direitos autorais. Portanto, nenhum material
publicado na RBME podera ser reproduzido sem a permissdo por escrito da
Editora. Todos os autores de artigos submetidos a RBME deverao assinar um
Termo de Transferéncia de Direitos Autorais (a seguir), que entrara em vigor a
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partir da data de aceite do trabalho. O autor responsavel pelo artigo recebera,
sem custos, a separata eletrbnica da publicacdo (em formato PDF).

INSTRUCOES PARA ENVIO

Todos os artigos deverdo ser submetidos diretamente em nosso site
(www.rbme.org.br) e ndo deverdo ultrapassar 20 paginas em seu total. Apos
submisséo eletrénica do artigo, os autores deverao enviar, por correio: * Termo
de Divulgacédo de Potencial Conflito de Interesses (conforme modelo a seguir).
* Termo

de Transferéncia de Direitos Autorais (conforme modelo a seguir). O artigo
submetido deve ser digitado em espaco duplo, papel tamanho A4, com
margens de 2,5 cm e espagco 1,5, sem numerar linhas ou paragrafos, e
numerando as paginas no

canto superior direito; as legendas das figuras e as tabelas devem vir ao final
do texto, no mesmo arquivo. Figuras devem ser incluidas em arquivos
individuais. Os manuscritos que néo estiverem de acordo com as instrucdes a
seqguir em relagéo ao

estilo e formato serdo devolvidos sem revisao pelo Conselho Editorial.

FORMATO DOS ARQUIVOS

e Para o texto, usar editor de texto do tipo Microsoft Word para Windows
ou equivalente

e As figuras deverao estar nos formatos jpg ou tif.

e Forma e preparacao de manuscritos

ARTIGO ORIGINAL

Um artigo original deve conter no maximo 20 (vinte) paginas conforme
formatacdo acima (incluindo referéncias, figuras e tabelas) e ser estruturado
com 0s seguintes itens, cada um comegando por uma pagina diferente:

e Pagina titulo: deve conter (1) o titulo do artigo, que deve ser objetivo,
mas informativo; (2) nomes completos dos autores; instituicao(des) de
origem, com cidade, estado e pais, se fora do Brasil; (3) nome do autor
correspondente, com endereco completo e e-mail.

e Resumo: deve conter (1) o resumo em portugués, com nao mais do
que 300

palavras, estruturado de forma a conter: introducdo e objetivo, métodos,
resultados e
concluséao; (2) trés a cinco palavras-chave, que ndao constem no titulo do artigo.
Usar
obrigatoriamente termos do Medical Subject Headings, do Index Medicus
(http://www.nlm.nih.gov/mesh/) (3) o resumo em inglés (abstract),
representando a
traducdo do resumo para a lingua inglesa (4) trés a cinco palavras-chave em
inglés
(keywords).

e Introducao: deve conter (1) justificativa objetiva para o estudo, com

referéncias pertinentes ao assunto, sem realizar uma revisdo extensa;
(2) objetivo do artigo.
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e Métodos: deve conter (1) descricao clara da amostra utilizada; (2) termo
de consentimento para estudos experimentais envolvendo humanos; (3)
identificacdo dos métodos, aparelhos (fabricantes e endereco entre
parénteses) e procedimentos utilizados de modo suficientemente
detalhado, de forma a permitir a reproducdo dos resultados pelos
leitores; (4) descricdo breve e referéncias de métodos publicados mas
ndao amplamente conhecidos; (5) descricdo de métodos novos ou
modificados; (6) quando pertinente, incluir a analise estatistica utilizada,
bem como os programas utilizados. No texto, nUmeros menores que 10
sao escritos por extenso, enquanto que numeros de 10 em diante sédo
expressos em algarismos arabicos.

¢ Resultados: deve conter (1) apresentacao dos resultados em seqiéncia
l6gica, em forma de texto, tabelas e ilustragdes; evitar repeticao
excessiva de dados em tabelas ou ilustragées e no texto; (2) enfatizar
somente observacdes importantes.

e Discussao: deve conter (1) énfase nos aspectos originais e importantes
do estudo, evitando repetir em detalhes dados ja apresentados na
Introducdo e nos Resultados; (2) relevancia e limitacdes dos achados,
confrontando com os dados da literatura, incluindo implicacdes para
futuros estudos; (3) ligacdo das conclusdes com os objetivos do estudo;
(4) conclusbes que podem ser tiradas a partir do estudo;
recomendagdes podem ser incluidas, quando relevantes.

e Agradecimentos: deve conter (1) contribuicbes que justificam
agradecimentos, mas nao autoria; (2) fontes de financiamento e apoio
de uma forma geral.

e Referéncias: as referéncias bibliograficas devem ser numeradas na
sequéncia em que aparecem no texto. As referéncias citadas somente
em legendas de tabelas ou figuras devem ser numeradas de acordo com
uma seqUéncia estabelecida pela primeira mencdo da tabela ou da
figura no texto.

O estilo das referéncias bibliograficas deve seguir as regras do Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (International
Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for manuscripts
submitted to biomedical journals. Ann Intern Med 1997; 126: 36-47;
http://www.icmje.org). Alguns exemplos mais comuns sdo mostrados abaixo.
Para os

casos nao mostrados aqui, consultar a referéncia acima. Os titulos dos
periédicos devem ser abreviados de acordo com o Index Medicus (List of
Journals Indexed: http://www.nIlm.nih.gov/tsd/serials/lji.ntml). Se o periédico nao
constar dessa lista, colocar o nome por extenso. Deve-se evitar utilizar
"comunicacoes pessoais” ou "observacdes nao publicadas" como referéncias.
Um resumo apresentado deve ser utilizado somente se for a unica fonte de
informagao.

Exemplos:

1) Artigo padrédo em periédico (deve-se listar todos os autores; se o numero
ultrapassar seis, colocar os seis primeiros, seguidos por et al): You CH, Lee
KY, Chey RY, Mrnguy R. Electrocardiographic study of patients with
unexplained nausea, bloating and vomiting. Gastroenterology 1980;79:311-4.
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Goate AM, Haynes AR, Owen MJ, Farrall M, James LA, Lai LY, et al.
Predisposing locus for Alzheimer's disease on chromosome 21. Lancet
1989;1:352-5.

2) Autor institucional: The Royal Marsden Hospital Bone-Marrow
Transplantation Team. Failure of syngeneic bone-marrow graft without
preconditioning in post-hepatitis marrow aplasia. Lancet 1977;2:742-4.

3) Livro com autor(es) responsaveis por todo o conteudo: Colson JH, Armour
WJ. Sports injuries and their treatment. 2 nd rev. ed. London: S. Paul, 1986.

4) Livro com editor(es) como autor(es): Diener HC, Wilkinson M, editors.
Druginduced headache. New York: Springer-Verlag, 1988.

5) Capitulo de livro: Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of invading
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editors. Pathologic
physiology:

mechanisms of disease. Philadelphia: Saunders, 1974;457-72.

TABELAS

As tabelas devem ser elaboradas em espaco 1,5, devendo ser planejadas para
ter como largura uma (8,7cm) ou duas colunas (18cm). Cada tabela deve
possuir um titulo sucinto; itens explicativos devem estar ao pé da tabela. A
tabela deve conter médias e medidas de dispersao (DP, EPM, etc.), ndo
devendo conter casas decimais irrelevantes. As abreviaturas devem estar de
acordo com as utilizadas no texto e nas figuras. Os cédigos de identificacao de
itens da tabela devem estar listados na ordem de surgimento no sentido
horizontal e devem ser identificados pelos simbolos padrao.

FIGURAS

Serao aceitas fotos ou figuras em preto-e-branco. Figuras coloridas poderao
ser publicadas quando forem essenciais para o conteudo cientifico do artigo.
Nestes casos, os custos serdo arcados pelos autores. Para detalhes sobre
ilustragbes coloridas, solicitamos contactar diretamente a Editora Redprint
(redprint@uol.com.br). Figuras coloridas poderdo ser incluidas na versao
eletrénica do artigo sem custo adicional para os autores. Os desenhos das
figuras devem ser consistentes e tdo simples quanto possivel. Nao utilizar tons
de cinza. Todas as linhas devem ser sélidas. Para graficos de barra, por
exemplo, utilizar barras brancas, pretas, com linhas diagonais nas duas
diregbes, linhas em xadrez, linhas horizontais e verticais. A RBME desestimula
fortemente o envio de fotografias de equipamentos e animais. As figuras devem
ser impressas com bom contraste e largura de uma coluna (8,7cm) no total.
Utilizar fontes de no minimo 10 pontos para letras, nimeros e simbolos, com
espacamento e alinhamento adequados. Quando a figura representar uma
radiografia ou fotografia sugerimos incluir a escala de tamanho quando
pertinente.

Envio de manuscritos
Os autores devem enviar:

e (Carta de encaminhamento assinada por todos os autores ou pelo
primeiro autor em nome dos demais, contendo: 1) informacéo a respeito
de submissdo prévia ou dupla ou submissdo de qualquer parte do
trabalho atual; 2) uma declaracao de relagdes, financeiras ou nao, que



129

possam levar a conflito de interesse; 3) uma declaragdo de que o
trabalho foi lido e aprovado por todos os coautores e que 0s critérios
necessarios para a declaragdo de autoria (consultar Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals) foram
alcancados por todos os autores e que cada autor afirma que os dados
do manuscrito sdo verdadeiros; 4) o nome, enderego telefone e e-mail
do autor para correspondéncia, que serd o responsavel em comunicar-
se com o0s outros autores a respeito de revisbes e provas graficas. A
carta devera dar outras informacdes Uteis ao Editor, como a sesséo a
que o artigo esta sendo submetido.

e Termo de Divulgacdo de Potencial Conflito de Interesses (conforme
modelo a seguir). Termo de Transferéncia de Direitos Autorais
(conforme modelo a seguir).

e Trés copias do artigo, digitadas em espacgo duplo, impressas em papel
tamanho A4 ou oficio em somente um dos lados, com margens de 2,5
cm e espaco 1,5, sem numerar linhas ou paragrafos, e numerando as
paginas no canto superior direito; as legendas das figuras, as figuras
propriamente ditas e as tabelas devem vir ao final anexas a cada copia;
assinalar no texto os locais adequados para inser¢cdo das figuras e
tabelas.

e Um disquete 3,5 polegadas de alta densidade ou CD contendo somente
um arquivo de texto, correspondente ao artigo, e o0s arquivos
correspondentes a fotos ou figuras.

e Os manuscritos que nao estiverem de acordo com as instrugdes a seguir
em relacdo ao estilo e formato serdo devolvidos sem revisdo pelo
Conselho Editorial.

PREPARO DO DISQUETE

e Disquete formatado compativel com IBM/PC

e Usar editor de texto (Microsoft Word para Windows ou equivalente)

e O arquivo de texto deve conter somente o texto, da pagina-titulo até as
referéncias, e as tabelas

e As figuras ndo devem ser incluidas no mesmo arquivo do texto

e (Certificar-se de colocar no disquete a ultima versao do artigo, idéntica a
versao impressa

e Etiquetar o disquete informando o programa e a versao utilizados, bem
como o nome do arquivo.

ENVIO DE ARTIGOS POR E-MAIL

A RBME estimula a submissao de artigos através de correio eletrdnico (email).
Este tipo de submissédo permite maior agilidade no processo de revisdo. Para
isso, sera necessario o envio dos arquivos contendo o texto e as figuras do
artigo para o] endereco eletrénico da revista
(revista@medicinadoesporte.com.br). Devera ser enviada uma mensagem ao
Editor-Chefe com identificacdo dos autores, bem como o0s seus enderecos
convencional e eletrbnico, mais informacgdes sobre o formato utilizado. O artigo
devera ser enviado em anexo (como attachment), nos formatos MS Word para
Windows, respeitando rigorosamente as normas abaixo. As figuras deverao
estar nos formatos jpg ou tif.
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ANEXO 2.

Instrucoes aos autores — Comparative Biochemistry and Phisiology — Part
A: Molecular & Integrative Physiology.

The journal publishes original articles emphasizing comparative and
environmental aspects of the physiology, biochemistry, molecular biology,
pharmacology, toxicology and endocrinology of animals. Adaptation and
evolution as organizing principles are encouraged. Studies on other organisms
will be considered if approached in a comparative context.

Naturally, a certain degree of overlap exists between the different sections, and
the final decision as to where a particular manuscript will be published after
passing the rigorous review process lies with the editorial office.

Types of paper

The CBP journals publish original articles and review articles. Before writing
their manuscripts, potential authors of review articles should contact one of the
Editors who, after consultations with the other editor and/or members of the
Editorial Board, will provide feedback on suitability of the topic. Reviews should
be topical, and serve as critical appraisals of areas of research. They should
provide an up-to-date analysis of concepts and point out future directions.

Manuscripts are to be submitted to the CBP Editorial Office electronically at =+
http://gemini.econ.umd.edu/cbp . After registration, authors are asked to upload
their article and associated artwork, preferably in a single file. If necessary, the
CBP Editorial Office will generate a PDF file to be used for the reviewing
process.

Full instructions on how to use the online submission tool will be available at the
above web address or can be requested by e-mail from the CBP Editorial Office
(CBPjrni@interchange.UBC.ca). During the submission process, authors are
asked to select an appropriate section of CBP and to provide names and
address (including e-mail) of at least five researchers of recognized
competence who may be considered as reviewers.

Page charges
This journal has no page charges.
Policy and ethics

The work described in your article must have been carried out in accordance
with The Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of
Helsinki) for experiments involving humans
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html; EC Directive
86/609/EEC for animal experiments
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation_en.htm;
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Uniform Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals
http://www.icmje.org. This must be stated at an appropriate point in the article.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest
including any financial, personal or other relationships with other people or
organizations within three years of beginning the submitted work that could
inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See also
http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Conflict of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other
people or organisations that could inappropriately influence (bias) their work.
Examples of potential conflicts of interest include employment, consultancies,
stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent
applications/registrations, and grants or other funding. See also
http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Submission declaration

Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or
academic thesis), that it is not under consideration for publication elsewhere,
that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the
responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it
will not be published elsewhere including electronically in the same form, in
English or in any other language, without the written consent of the copyright-
holder.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in
the authorship of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to
add or remove an author, or to rearrange the author names, must be sent to the
Journal Manager from the corresponding author of the accepted manuscript and
must include: (a) the reason the name should be added or removed, or the
author names rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from
all authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the
case of addition or removal of authors, this includes confirmation from the
author being added or removed. Requests that are not sent by the
corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the
corresponding author, who must follow the procedure as described above. Note
that: (1) Journal Managers will inform the Journal Editors of any such requests
and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is suspended
until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to
add, delete, or rearrange author names in an article published in an online issue
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will follow the same policies as noted above and result in a corrigendum.
Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal
Publishing Agreement' (for more information on this and copyright see =+
http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement will ensure
the widest possible dissemination of information. An e-mail will be sent to the
corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a
‘Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version of this
agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles
including abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of
the Publisher is required for resale or distribution outside the institution and for
all other derivative works, including compilations and translations (please
consult z+http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other
copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by authors in these cases: please consult =+
http://www.elsevier.com/permissions.

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details
you are referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of
the research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of
the sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and
interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to submit
the paper for publication. If the funding source(s) had no such involvement then
this should be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors
whose articles appear in journals published by Elsevier, to comply with potential
manuscript archiving requirements as specified as conditions of their grant
awards. To learn more about existing agreements and policies please visit =+
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access

This journal offers you the option of making your article freely available to all via
the ScienceDirect platform. To prevent any conflict of interest, you can only
make this choice after receiving notification that your article has been accepted
for publication. The fee of $3,000 excludes taxes and other potential author fees
such as color charges. In some cases, institutions and funding bodies have
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entered into agreement with Elsevier to meet these fees on behalf of their
authors. Details of these agreements are available at
http://www.elsevier.com/fundingbodies. Authors of accepted articles, who wish
to take advantage of this option, should complete and submit the order form
(available at http://www.elsevier.com/locate/openaccessform.pdf). Whatever
access option you choose, you retain many rights as an author, including the
right to post a revised personal version of your article on your own website.
More information can be found here: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Language and language services

Please write your text in good English (American or British usage is accepted,
but not a mixture of these). Authors who require information about language
editing and copyediting services pre- and post-submission please visit
http://webshop.elsevier.com/languageediting or our customer support site at
http://support.elsevier.com for more information.

Patient details

Unless you have written permission from the patient (or, where applicable, the
next of kin), the personal details of any patient included in any part of the article
and in any supplementary materials (including all illustrations and videos) must
be removed before submission. For further information see
http://www.elsevier.com/patientphotographs.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided
stepwise through the creation and uploading of your files. The system
automatically converts source files to a single PDF file of the article, which is
used in the peer-review process. Please note that even though manuscript
source files are converted to PDF files at submission for the review process,
these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Referees

Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail
addresses of 3 potential referees. Note that the editor retains the sole right to
decide whether or not the suggested reviewers are used.

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor
used. The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as
simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on
processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's options to
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justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. Do not embed "graphically designed" equations or tables, but
prepare these using the wordprocessor's facility. When preparing tables, if you
are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid
for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The
electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional
manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
http://www.elsevier.com/guidepublication). Do not import the figures into the text
file but, instead, indicate their approximate locations directly in the electronic
text and on the manuscript. See also the section on Electronic illustrations.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spell-check"

and "grammar-check" functions of your wordprocessor.
Article structure
Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections
should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2,...), 1.2, etc. (the abstract is not
included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-
referencing: do not just refer to "the text". Any subsection may be given a brief
heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding
a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should
be described.

Experimental

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should
be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article
already dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In
contrast, a Calculation section represents a practical development from a
theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them.
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A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid
extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions
section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results
and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc.
Formulae and equations in appendices should be given separate numbering:
Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on.
Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous
(e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's
name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name, and, if available, the e-mail address
of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at
all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that
telephone and fax numbers (with country and area code) are provided in
addition to the e-mail address and the complete postal address. Contact
details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. |f an author has moved since the work
described in the article was done, or was visiting at the time, a "Present
address" (or "Permanent address") may be indicated as a footnote to that
author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

If submitting a Review article, write "REVIEW" at the top of the title page.
Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An
abstract is often presented separately from the article, so it must be able to
stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential,
then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
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abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their
first mention in the abstract itself.

The abstract should be a single paragraph not exceeding 200 words.

Up to eight key words, which may or may not appear in the title, should be listed
in alphabetical order after the abstract. Only these key words, together with the
title, will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed
on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the
abstract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote.
Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before
the references and do not, therefore, include them on the title page, as a
footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help
during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof
reading the article, etc.).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes
into the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate
the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves
separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork
Electronic artwork

General points

*Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
«Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

*» Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

» Submit each figure as a separate file.
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A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed
information are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised,
please "save as" or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".
TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300
dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of
500 dpi is required.

DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft
Office applications please supply "as is".

Please do not:

» Supply embedded graphics in your wordprocessor (spreadsheet, presentation)
document;

» Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low;

» Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional
charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect
and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced
in color in the printed version. For color reproduction in print, you will
receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. Please indicate your preference for color in print or on the
Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,
please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting
color figures to "gray scale" (for the printed version should you not opt for color
in print) please submit in addition usable black and white versions of all the
color illustrations.

As only one figure caption is used for both colour and black and white versions
of figures, please ensure that the figure captions are meaningful for both
versions, if applicable.
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Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not
attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations
themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text.
Place footnotes to tables below the table body and indicate them with
superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of
tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be
given in full. Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either "Unpublished results" or "Personal communication" Citation of a
reference as "in press" implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference
was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references
can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading
if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list
(and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

1. All publications cited in the text should be presented in alphabetical order in a
list following the text of the manuscript.

2. In the text refer to the author's name and year of publication.
3. If reference is made in the text to a publication written by more than two
authors the name of the first author should be used followed by "et al.". In this
list names of first authors and all co-authors should be mentioned.
4. References cited together in the text should be arranged chronologically.
5. The List of references should be arranged alphabetically on authors' names,
and chronologically per author. Names of all authors must be included. Do not
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use et al. Publications by the same author(s) in the same year should be listed
as 2000a, 2000b, etc. Follow the relevant examples below.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance
your scientific research. Supplementary files offer the author additional
possibilities to publish supporting applications, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will
be published online alongside the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order
to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the data
in one of our recommended file formats. Authors should submit the material in
electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork
instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

It is hoped that this list will be useful during the final checking of an article prior
to sending it to the journal's Editor for review. Please consult this Guide for
Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:
One Author designated as corresponding Author:

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

» Keywords

« All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

» References are in the correct format for this journal

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice
versa

» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other
sources (including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on
the Web (free of charge) and in print or to be reproduced in color on the Web
(free of charge) and in black-and-white in print

« If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are
also supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.
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ANEXO 3.

Instrucoes aos Autores — Revista Brasileira de Endocrinologia &
Metabologia

Objetivo e politica editorial

A revista ABE&M aceita contribuicbes em Endocrinologia Clinica e Basica e
ciéncias afins, nas seguintes categorias: (1) Artigo Original, (2) Artigo de
Revisdo, (3) Apresentacdo de Caso Clinico, (4) Caso Especial, (5)
Perspectiva, (6) Controvérsias, (7) Memérias, (8) Editoriais e (8) Cartas ao
Editor.

Os manuscritos (MS) devem ser redigidos em portugués ou inglés e estar de
acordo com as instrucdes do Comité Internacional dos Editores de Revistas
Médicas — International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE),
também conhecido como Normas de Vancouver.

Autoria

Todas as pessoas designadas como autores devem responder pela autoria
do MS e ter participado suficientemente do trabalho para assumir
responsabilidade publica pelo seu conteudo. O crédito de autoria deve ser
baseado apenas por contribuicbes substanciais durante: (i) concepcao,
planejamento, execucdo, andlise e interpretacdo dos resultados, (ii) redagao
ou revisdo do MS de forma intelectualmente importante, e (iii) aprovacao final
da versado a ser publicada. A participacao limitada a obtencdo de fundos,
coleta de dados, supervisdo geral ou chefia de um grupo de pesquisa nao
justifica autoria.

Os Editores podem solicitar justificativa para a inclusdo de autores durante o
processo de revisao, especialmente se o total de autores exceder a seis. Os
autores devem explicitar se ha ou ndo potencial conflito de interesse,
informacao que deve ser incluida na se¢cao Agradecimentos.

Os conceitos e os fundamentos epistemoldgicos, os dados, as experiéncias,
as fontes de pesquisa e as conclusdes emitidos nos trabalhos assinados séo
da inteira responsabilidade do(s) seu(s) autor(es). Os trabalhos submetidos
ao ABE&M serdo passiveis de revisao linguistica por revisores e relatores
qualificados pelo Conselho Editorial, sem perda do crédito de autoria e do
vinculo de responsabilidade do autor em relagdo a obra de criagao
intelectual.

Submissao dos artigos

A partir de 1 de janeiro de 2009, toda submissao de manuscrito (MS) devera
ser realizada por meio eletrbnico através do enderecgo http://www.abem-
sbem.org.br. O MS deve estar em formato Word (arquivo.doc) com opc¢éo de
inclusdo de arquivos suplementares. Todo artigo deve destinar-se
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exclusivamente para a revista ABE&M.
Processo de avaliacao

Todos os MS submetidos aos ABE&M que estiverem de acordo com as
“Instrucdes para Autores” e com a politica editorial da revista, sdo analisados
pelo Conselho Editorial para avaliar seu mérito e adequagéo cientifica.
Aprovados nesta fase, o MS € encaminhado aos avaliadores de reconhecida
competéncia no assunto para seu parecer (peer review), cujo anonimato é
garantido durante todo o processo de julgamento. A deciséo final sobre a
aceitacao ou rejeicdo do MS é tomada pelos Editores

Manuscritos aceitos

Todo o MS publicado torna-se propriedade da revista “Arquivos Brasileiros
de Endocrinologia e Metabologia” e nao podera ser reproduzido, republicado
ou divulgado por meio eletrdnico sem autorizagdo. Os autores apds a
aceitacdo do seu artigo para publicacdo, transferem implicitamente seus
direitos aos ABE&M.

Por razbes editoriais, os Editores reservam-se o direito de proceder a
pequenas modificacdes graficas ou redacionais no texto, sem interferir em
seu conteudo.

Elaboracao dos Manuscritos
1. ARTIGO ORIGINAL

E uma contribuicdo cientifica destinada a divulgar resultados de pesquisa
original que n&o tenha sido publicada ou submetida em outros meios de
divulgacdo. O MS deve ser digitado em espaco duplo, formatado em papel
carta (216 x 279 mm) ou A4 (212 x 297 mm) com pelo menos 2,5 cm de
margens de cada lado. Cada uma das seguintes se¢des deve ser iniciada
em uma nova pagina: (A) Pagina titulo, (B) Resumo e Descritores, (C)
Abstract (resumo em inglés) e Keywords, (D) Texto completo, (E)
Agradecimentos, (F) Referéncias, (G) Tabelas (cada uma com titulo e
rodap€), (H) Legendas das figuras e (I) Figuras. As paginas devem ser
numeradas consecutivamente comegando com a pagina titulo.

A. Pagina Titulo

Deve conter: (a) titulo do MS (em portugués e inglés), (b) nome e filiacao
institucional de todos os autores, (c) nome do(s) Servico(s) e/ou
Departamento(s) e InstituicAdo(6es) onde o trabalho foi realizado, (d) nome e
enderegco completo (incluindo e-mail) do(a) autor(a) responsavel pela
correspondéncia, (e) “titulo abreviado”, com até 40 caracteres (incluindo
espacos entre palavras).



142

B/C. Resumo e Abstract

A segunda pagina deve conter um Resumo semi-estruturado do trabalho
(contendo: Objetivo, Métodos, Resultados e Conclusbes), com até 150
palavras.

Em pagina separada, apresentar o Abstract, que deve ser a traducéo fiel do
resumo para o idioma inglés.

Ao final do Resumo e do Abstract devem ser fornecidos 4 a 6 descritores do
MS (e keywords correspondentes), para facilitar sua indexacao posterior.

Estes descritores devem estar de acordo com os padrdes do Index Medicus,
que podem ser consultados no endereco eletrénico: http://decs.bvs.br/.

D. Texto

Deve ser dividido nas seguintes sec¢des: (l) Introducao, (II) Métodos, (llI)
Resultados e (1V) Discussao.

l. Introducao: deve conter o proposito do trabalho, sumarizando os motivos
do estudo e relevancia cientifica. A revisdo do assunto deve ser sucinta e
evitar a inclusdo de resultados ou conclusdes do estudo a ser apresentado.

Il. Métodos: deve conter uma descricao do modelo experimental empregado
(pacientes ou animais de laborat6rio) com indicacao de que o estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital ou Instituicdo de Pesquisa
onde o estudo foi realizado, seguindo a Declaracdo de Helsinque e os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (Cobea).

Descricao dos métodos empregados citando os principais aparelhos e
equipamentos utilizados (nome do fabricante e/ou origem do material entre
parénteses) com detalhes técnicos suficientes dos procedimentos que
possam permitir a reproducao do estudo apresentado. Métodos amplamente
estabelecidos podem ser citados através de referéncias. Os métodos
estatisticos devem ser descritos com detalhes suficientes para permitir a
verificacdo dos resultados aqueles que tiverem acesso.

lll. Resultados: devem ser apresentados em seqléncia logica no texto,
evitando repetir dados apresentados em tabelas ou figuras; somente as
observacdes importantes devem ser enfatizadas.

Unidades de Medidas — As medidas e as respectivas abreviaturas devem
obedecer a Unidade do Sistema Internacional (Sl,
http://physics.nist.gov/cuu/Units). As medidas de comprimento, altura, peso e
volume devem ser relatadas em unidades do sistema métrico (metro,
quilograma, litro) ou seus multiplos decimais; temperaturas em graus
centigrados (°C); pressao arterial em milimetro de mercurio (mmHg) e os
valores hematimétricos e quimicos devem ser fornecidos no sistema métrico
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tradicional.

IV. Discussao: deve comentar os aspectos novos e importantes obtidos do
estudo em relacdo ao acervo da literatura disponivel. Ainda nessa secao
devem-se focalizar as conclusbes obtidas. Evitar repetir resultados ou
informacdes ja apresentadas em outras secdes. Deve-se ressaltar as
implicacbes dos achados, suas limitacbes e mesmo recomendacdes para
estudos futuros.

E. Agradecimentos

Em nova péagina, incluir: (i) contribuicdes que necessitem agradecimentos,
mas nao justifiquem autoria, (ii) agradecimentos a auxilio técnico, financeiro
e material, incluindo auxilio governamental e/ou de Ilaboratérios
farmacéuticos, e (iii) Conflito de Interesse (inclusao obrigatdria): descrever as
colaboracbes financeiras que possam representar potencial conflito de
interesse e/ou declarar a inexisténcia de conflito de interesse que possa
interferir na imparcialidade do trabalho cientifico.

F. Referéncias (maximo de 40 para artigo original)

Devem ser numeradas consecutivamente em ordem de aparecimento no
texto e identificadas por numerais arabicos entre parénteses, conforme o
exemplo: “Houve uma atualizacdo da medicina molecular (3), seguida de
avancgos na area de genética aplicada (4-6), que ...”.

Quando houver referéncias em tabelas e figuras devera obedecer a ordem
correspondente a localizagdo onde as tabelas e figuras estdo mencionadas
no texto.

Os titulos dos periédicos devem ser abreviados de acordo com o estilo usado
no Index Medicus e seguindo o formato de citagcdo recomendado pelo
ICMJE.

A exatidao das referéncias constantes da listagem e a correta citacao no
texto sdo de responsabilidade do autor.

Trabalhos aceitos, mas ainda nao publicados, podem ser incluidos,
fornecendo-se o nome do periédico seguido do ano e da informagao: (no
prelo). Deve-se evitar a citagdo de resumos apresentados em congressos.

Recomendamos a utilizacdo de programas de editoragcdo de referéncias
bibliogréafica (por exemplo, EndNote, Reference Manager) selecionando-se a
opcao de estilo Vancouver.

Alguns exemplos:

Artigo em Revistas (listar todos os autores, mas se o numero exceder seis,
acrescentar: et al.):
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Suszko MI, Lo DJ, Suh H, Camper SA, Woodruff TK. Regulation of the rat
follicle-stimulating hormone beta-subunit promoter by activin. Mol Endocrinol.
2003;17(3):318-32.

Thomas TZ, Wang H, Niclasen P, O'Bryan MK, Evans LW, Groome NP, et al.
Expression and localization of activin subunits and follistatins in tissues from

men with high grade prostate cancer. J Clin Endocrinol Metab.
1997:82(11):3851-8.

Artigo eletrénico na Internet publicado antes da versao impressa:

Yu WM, Hawley TS, Hawley RG, Qu CK. Immortalization of yolk sac-derived
precursor cells. Blood. 2002;100(10):3828-31. Epub 2002 Jul 5.

Capitulo de Livro:

Conte FA, Grumbach MM. Abnormalities of sexual determination and
differentiation. In: Greenspan FS, Gardner DG, editors. Basic & clinical
endocrinology. 6™ ed. New York:McGraw-Hill; 2001.p.509-46.

Livro:

Leder P, Clayton DA, Rubenstein E. Introduction to molecular medicine. New
York: Scientific American; 1994.

Base de dados na Internet:

Jablonski S. Online Multiple Congenital Anomaly/Mental Retardation
(MCA/MR) Syndromes [database on the Internet]. Bethesda (MD): National
Library of Medicine (US). ¢c1999 [updated 2001 Nov 20; cited 2002 Aug 12].
Available from:
http://www.nlm.nih.gov/archive//20061212/mesh/jablonski/syndrome_title.html
MeSH Browser [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of
Medicine (US); 2002 - [cited 2003 Jun 10]. Meta-analysis; unique ID:
D015201; [about 3 p.]. Available from:
http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html|

G. Tabelas

Cada tabela deve ser apresentada em folha separada, digitada em espaco
duplo e numerada em arabico, conforme seu aparecimento no texto; deve
conter um titulo breve na parte superior e as explicacoes, legenda e
estatistica indicadas adequadamente no rodapé.

H/l. Figuras e Legendas

As figuras deverao ser preparadas originalmente em arquivo TIFF (Tagged
Image File Format) ou EPS (Encapsulated PostScript) ou GIF (Graphics
Interchange Format). As letras, os nimeros e 0s simbolos inseridos nas
figuras devem ser claros e de tamanho suficiente para serem legiveis,
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mesmo apods reducao substancial para publicacdo. Os titulos e legendas das
figuras devem ser fornecidos em folha separada, e nunca na propria figura.

Por ocasidao da submissao inicial, as figuras poderdo estar inseridas no
arquivo Word ou PowerPoint, no entanto, quando aceito o MS, deverao ser
enviadas as figuras nos arquivos originais com resolugdo minima de 300 dpi.
A publicacdo padrdo contempla somente duas cores (preto - vermelho) por
isso devem ser evitadas figuras multicoloridas. A inclusdo de figura colorida
implicara no encargo financeiro (R$ 900,00/cada figura) que sera custeado
pelo autor, oportunamente solicitada pelo editor.
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