/ sEcrETARIA %\
' DE
| POB-GRADUACAD
\, e

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Instituto de Biologia

TECN AD

——

do i radacho final

Tese apresentada ao Instituto
de Biologia para obtengao do
titulo de Doutor em Biclogia
Molecular e Funcionai, na
area de Bioquimica.

o
o ¥
g Z":; §
2. O
g =]
o
7, : e
L i
%
<

Orientadora — Profa. Dra. Denise Vaz de Macedo
Departamento de Biogquimica - 1. B.
UNICAMP

; UNICARP E
L CENTRALL

. RIS AN !
Campinas, 2002 BIBL e o |
%Eﬁﬁw;ﬁﬁ“ -

- —————T LA

URICAMP



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

AL87g

ra

Alves, Armindo Antonio ;
Marcadores de estresse oxidativo induzido pelo exérczcxo fisico

e tecnologia para sua quantificacio/Armindo Antomo Alves, --
Campinas, SP: {s.n.], 2002. ;

j;’

Orientadora: Denise Vaz de Macedo
Tese{Doutorado) — Universidade Estadual de Campinas . Instituto

de Biologia.

1. Exercicio fisico. 2. Estresse oxidativo. 3. Protefnas carbeniladas.

4. Eletrodos amperométricos. §. Macedo, Denise Vaz de. 11.Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. III. Titulo.



il

Campinas, 29 de Julho de 2002
BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dra. Denise Vaz de Macedo e (/L Af s

(IB — UNICAMP) - Orientadora) assinatura

Prof. Dr. Bayardo Baptista Torres %7 WW
(IQ - USP) "~ ‘assinatura '
Prof. Dra. Iolanda Midea Cuccovia T =

(IQ - USP) Assinatura

Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota
(1Q — UNICAMP)

Prof. Dra. Lucia Pereira da Silva
(IB - UNICAMP) ~ assinatura

Prof. Dr. José Camilo Novello
(IB - UNICAMP) assinatura

Prof. Dra. Nilce Correia Meirelles
(IB - UNICAMP) assinatura

iil



AGRADECIMENTQS

Agradeco a/aos:

« Dra Denise Vaz de Macedo, pela orientagdo, por tude, tudo e muito mais,
pela esperanga, principalmente,

¢ Dr. Laurc Tatsuo Kubota, pela orientacdo no preparo do sensor e
nrincipalmente pela compreensao.

e Dra Lucia Pereira da Silva, Dr. Douglas Wagner Franco e Dra. Maria de Fatima
Nepornuceno, pela confianga e respeito.

e Dra. Nilce Correia Meirelles e Dra lolanda Mideia Cuccovia, pelas sugestbes
gue muito contribuiram para este trabalho.

s Minha familia: mée (Deolinda), irmdos (José Alberto, Antonio, Heitor e
Nelson), irmd (Conceic8c) e sobrinho (Lucas), razdo e porto seguro de
minhas viagens.

e Meus amigos do LABEX: Fernanda, Neuzinha, Soraya, Agnes, Claudio, Neto,
Daniel, Nilceia, Fernando, Lucas, Ligia, Rodrigo, Marcela, Alexandre, Leandro,
por me aturarem.

e Meus alunos: Kétia, Daniel, Mariana e Gerson, por sonharem juntamente
comigo.

¢ Meus colegas, Alexandre, Acacio, Carmen.

e Meus amigos do Depto. de Bioquimica do IB-Unicamp, em especial a Dra.
Eneida de Paula, S6nia, Marina, Andréia, Carmem e Patricia.

s A todos que de alguma forma contribuiram para o meu crescimento e agueles

que de alguma maneira contribuiram para este trabalho.
Em especial:

Ao Leo e a Marceia pela parceria,

A FAPESP pelo apoio financeiro,
Ao meu pai, que muito orgulho sentia de mim...

iv



« A construgdo do SENSOR AMPEROMETRICO PARA DETERMINAGAO DA
ATIVIDADE DA ENZIMA GLUTATIONA REDUTASE EM HEMOLISADO DE
HEMACIAS, teve a co-orientacdo do Prof. Dr. Laurc Tatsuo Kubota do
Laboratério de Eletroquimica, Eletroanalitica e Desenvolvimento de
Sensores, do Departamento de Quimica Analitica do Instituto de

Quimica da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.



iNDICE

ABREVIACOES
RESUMO
ABSTRACT
INTRODUGAD
1. Treinamento, Overtraining e Lesdo Muscular
Exercicio Fisico e Espécies Reativas de Oxigénio
Peroxidagao Lipidica
Oxidacdo Protéica
Antioxidantes Musculares
Efeitos de EROS sobre a Contragdo Muscular
11, Sensores Eletroquimicos
OBJETIVOS
MATERIAIS E METODOS
Animais
Exercicio Exaustivo
Protocoio de Treinamento
Coleta de Amostras
Dosagem de Substéncias que reagem ao acido tiobarbiturico
Dosagem de proteinas carboniladas no plasma
Dosagem de Grupamentos Sulfidrila
Dosagem de Atividades Enzimaticas
Sensor para medir a atividade da enzima glutationa redutase
Analise Estatistica
RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Efeito dos treinamentos continuo e intermitente sobre marcadores de
atague oxidativo

11. Estudo de biomarcadores de estresse oxidativo em diferentes tempos
pbs-exercicio exaustivo nos musculos soleo e gastrocnémio (porgao
branca) e no plasma.

II1. Sensor amperométrico para determinagdo da atividade da enzima

giutationa redutase em hemolisado de hemécias.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Vi

vii
vill
xi

S

10
iz
14
18
20
22
22
22
23
23
24
25
26
26
28
30
31
31

35

48

56



ABREVIACOES

BHT -~ Butil hidroxi-toluenc

CAT - Catalase

CK - Creatina Quinase

DNA - Acido Desoxi-ribonucleico

DNPH ~ 2,4, Dinitrofeniihidrazina

DTNB - Acido 5,5'- Ditio-bis (2-nitrobenzoico)

EDTA - Acido Etileno Diamino Tetraacético

EPR - Ressonéncia Paramagnética Eletrbnica

EROS ~ Espécies Reativas de Oxigénio

GPX - Enzima Glutationa Peroxidase

GR - Enzima Giutationa Redutase

GS - Grupamentos Sulfidrila

GSH - Giutationa Reduzida

GSSG - Dimero de Glutationa Oxidada

HEPES - Acido N-[2-Hidroxietil] piperazina-N-[2-etano sulfonico]
HSP - Proteinas “Heat Shock”

MOPS - Acido 3-[N-Morfolino] propano suifonico

NADP* - Nicotinamida Adenina Dinucleotidio Fosfato (forma oxidada)
NADPH -~ Nicotinamida Adenina Dinucleotidio Fosfato (forma reduzida)
PC - Proteinas Carboniladas

PMSF - a- Tolueno Sulfonil Fidor

PUFA - Acidos Graxos Poliinsaturados

SOD - Enzima Superdxido Dismutase

TBA - Acido 2-tiobarbiturico

TBARS - Substancias Reativas ao Acido Tio-Barbitirico

TCA - Acido Tricloro Acético

Tris - Tris(hidroximetil aminometano)

vil



RESUMO

O estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico, dependendo do nivel
atingido, € um fator importante tanto nos processos gue levam a melhora da
performance quanto nos que induzem fadiga ou lesdo muscular. O nosso principal
objetivo foi responder se as respostas induzidas por diferentes protocolos de
treinamento podem ser quantificadas através de marcadores de estresse e desta
forma serem aplicadas para o diagnostico de “overreaching”. Para isso, analisamos
marcadores sanguineos e musculares em diferentes situages de exercicio fisico.
Primeiramente mostramos que a concentracdo de TBARS na urina e 2 concentragdo
de proteinas carboniladas (PC) e grupamentos sulfidrila no plasma refletem as
diferencas na adaptagdo induzida por dois tipos de treinamento distintos, continuo e
intermitente. Em seguida, mostramos que apds um exercicio exaustivo a cinética
dos biomarcadores de ataque no muisculo apresenta um aumento, com pico 3 horas
apos o exercicio, e que se reflete no sangue 6 horas apds o estimulo. Esse estresse
é acompanhado pela queda na atividade do sistema antioxidante muscular. O pico
de concentracdo de TBARS e PC no muscuio coincide com o pico de atividade da
creatina quinase no plasma. Mostramos ainda que h& uma correlagao positiva entre
o pico de concentracdo de TBARS no musculo com o do sangue e de ambas com ©
pico da CK plasmatica, ndo ocorrendo o mesmo com a de PC. Esses dados indicam
que a coleta dos biomarcadores no tempo certo permitem a utilizagdo de amostras
de sangue para o acompanhamento do estresse oxidativo induzido pelos diferentes
tipos de exercicio, de forma que o treinamento induza o aumento desejado da
performance, sem no entanto, provocar danos musculares. Qutro ponto importante
refere-se & metodologia adequada para determinagdo desses marcadores. Assim,
desenvolvemos um sensor amperomeétrico para a andlise da atividade da enzima
glutationa redutase para ser utilizado em campo. Este apresentou uma boa
linearidade da resposta em fung¢do da atividade entre 0-0,40 UI/mL, usando-se 3L
de hemolisado de hemacias, que pode ser obtido a partir de uma gota de sangue

Palavras Chave: sensores amperométricos, estresse oxidativo, exercicio exaustivo,

glutationa redutase, lesdo muscular, proteinas carboniladas, TBARS, treinamento
fisico.

vili



ABSTRACT

Physical exercise induced oxidative stress is widely documented in literature.
However, training is essential to improve the performance leading to an adaptative
response, although it can lead also to oxidative damage of cellular strutures and
ultimately to tissue injury. This points the importance of choosing the best suitabie
training program. Our aim was to answer if the induced response obtained
employing different training protocols could be quantified through the determination
of oxidative stress biomarkers and used to overreaching diagnosis. Our approach
was to analyse blood and muscle biomarkers in different exercise situations. First
we showed that the variation of TBARS concentration in urine and the concentration
of plasma carbonyl proteins and sulfhydryl groups reflected the different
adaptations induced by two types of training protocols: continuous and intermittent
training. Than we showed that after an exhaustive exercise the biomarkers of
oxidative attack reached maximum values at 3 hours after the exercise, resulting in
the blood maximum values 6 hours after the stimulus. This stress was followed by
the decrease of the muscular enzymatic antioxidant system. The muscle TBARS and
carbonyl! proteins peak coincided with the peak concentration of plasma activity of
creatine kinase. There was a positive correlation when we compare the
concentration of TBARS in both muscle and blood, and both with piasma creatine
kinase activity. There was no such correlation with the carbonyl protein
concentrations. Our data indicated that the correct time of sampling is an important
factor to allow the use of blood samples to foliow the different exercise-induced
stress in order to prevent overreaching. Another important point is how to develop a
suitable method for determination of these biomarkers. So, we built an
amperometric sensor for the glutathione reductase activity to be used in the
ground. This sensor has the accuracy for 0-0.4 IU/mL using 3pL of erytrocyte
haemolisate, obtained from a blood drop.



INTRODUCAO

Uma das caracteristicas mais notdveis das células musculares € sua
capacidade de adaptacdo a diferentes demandas funcionais. £ssas adaptacgles sdo
especificas do treinamento.

O treinamento fisico consiste no aumento da intensidade e volume de
esforco, com © objetivo de aumentar a capacidade de rendimento, que deve, no
momento certo estar no pico. Assim, o processo de treinamento se divide em
periodos chamados ciclos. A quantidade de ciclos durante um ano competitivo pode
variar de acordc com a modalidade praticada ou ¢ nimero de competicdes em que
se deseja participar (Weineck, 1989). Basicamente, os ciclos podem ter uma
predomindncia de atividades aerdbias, de maior duracdo, realizadas em
intensidades de sub-méximas a maximas (treinamento continuc ou de endurance)
ou conter atividades de menor duracdo, realizadas em intensidades supra-maximas,
com predominio, portanto, do metabolismo anaerébio como gerador de ATP
(treinamento intermitente ou de resisténcia, de alta intensidade). Neste tipo de
treinamento 0s exercicios sdo sempre intercalados por pausas curtas, quando
predomina o metabolismo aerdbio, importante para facilitar o re-amarzenamento,
principalmente de fosfocreatina nas células musculares.

O treinamento de resisténcia resulta em aumentos na massa muscular e
forca, além de hipertrofia de fibras (McDonagh e Davies, 1987; Tesch, 1987)
enquanto o treinamento de endurance resulta em aumentos na densidade
mitocondrial, capilarizacdo e captacdo maxima de O, além de alterar enzimas-
chave do metabolismo (Holloszy e Booth, 1976; Sjodin et ali, 1990). Embora as
adaptacBes bioquimicas e fisiologicas induzidas por diferentes tipos de exercicios
estejam bem caracterizadas, os mecanismos moleculares que permitem essas
adaptacBes especificas ainda estdo em fase de discussdo e pobremente definidos
(Nader e Esser, 2001).

Uma das formas possiveis dessas alteragdes nos ambientes externo e interno,
serem convertidas em resposta apropriada dentro das células, seria através da
ativacdo de moléculas sinalizadoras, que regulariam alvos especificos envolvidos na
resposta molecular (Hunter, 1997). Nesse sentido, ja foram caracterizadas varias
vias sinalizadoras, algumas delas atuando na regulacdo da expressdo génica ao



nivel de transcricdo (Hunter, 1997; Jeffries et al/i, 1997) e tradugdo de RNAmM
(Jeffries e Thomas, 1996). Em um trabalho bastante interessante mostrou-se que
diferentes protocolos de exercicio resultaram na ativacdo seletiva de vias
sinalizadoras intracelulares especificas, o que poderia determinar a adaptacdc
difeernciada induzida por cada forma de exercicio (Nader e Esser, 2001).

Uma outra via de sinalizagdo muito discutida na literatura & a alteragdo no
estado redox intraceiular, induzido pelo aumento na producdo de especies reativas
de oxigénic (EROS) que acompanha o0 aumento da atividade contratil muscular.
Essas moléculas, por sua vez podem atuar como oxidantes potentes (Jenkins, 1988).
Fisiologicamente, todas as células aerObicas geram EROS diariamente, mas as
abundantes defesas antioxidantes dos organismos previnem um dano oxidativo
mais amplo. Na década de 90, espécies oxidantes como radical dnion superdxido
(0;7), peréxido de hidrogénio (H.0,), radical hidroxila (‘OH) e hidroperéxidos
lipidicos (intermedidrios da cadeia de peroxida¢8o lipidica) comecaram a ser
relacionadas com a induc¢do de varios processos biolbgicos, tais como, crescimento
celular, adesdo das células, apoptose e ativagdo do virus HIV (luliano et ali, 1992,
Suzuki et ali, 1997). Evidéncias experimentais sugerem que esta agdo seja ao nivel
de transducgdo de sinal, através da interacdo com receptores, levando a proposigao
de que as EROS também poderiam exercer fungfes de segundo mensageiro celular
(Iuliano et ali, 1992). Mostrou-se que a exposigdo de células de musculo esquelético
a EROS aumentou as velocidades dos transportes de glicose (Balon e Nadler, 1994)
e ibnico, incluindo a troca Na*/Ca®* (Goldhaber, 1996) e de potdssio (Sen, 1995)
pelo sarcolema.

Por outro lado, apesar do sistema antioxidante reduzir os riscos de lesfes
oxidativas pelas ERQOS, os organismos podem se deparar com situagdes onde este
nivel de protegdo seja insuficiente. Quando isso acontece, aumentam os niveis de
estresse oxidativo, considerado como uma situagdo de desequilibrio entre os
sistemas que estimulam a geracdio de EROS e os sistemas protetores (Sen, 1995;
Halliwell e Gutteridge, 1998), permitindo um maior ataque oxidativo ao organismo.
Niveis elevados de estresse oxidativo estdo associados a diversas patologias tais
como aterosclerose, céncer, doengas neurodegenerativas, danos causados por
reperfusdo, etc (Gutteridge, 1993; Knigt, 1995) e também com o exercicio fisico



(Davies et ali, 1982; Jenkins, 1988, Essig € Nosek, 1997). Como se pode observar,
este efeito dual exercido pelas ERQOS parece ser dependente de sua concentragdo
nos tecidos, que por sua vez parece ser dependente da atividade do sistema de
defesa antioxidante e da intensidade e duragdo do exercicio fisico (Ji e Fu, 1992;
Alessio, 1993; Sen, 1995, Ji, 2002).

Esse assunto € objeto de estudo em nosso laboratorio, principalmente,
em relacdo aos aspectos da quantificagdo dos niveis de estresse oxidative e
dano muscular induzido pelo exercicio, em ratos e atletas submetidos a

diferentes tipos de exercicio.



Do ponto de vista bioguimico e fisioldgico o processo de treinamento é uma
somatéria de estimulos, que resultam na quebra da homeostase intracelular. Uma
das conseqUéncias da quebra da homeostase pelo exercicio € uma maior
mobilizacdo de macréfagos e neutrdfilos circulantes, indicativo de um processo
inflamatério, importante para a remog8o do tecide danificado e reparo {Tiidus,
1998). Ou seja, conforme mostrado na Figura 1, o estresse induzido pelo exercicic
é responsavel pelo distirbio agudo de células e 6rg8os, relacionado a fadiga (1),
que ativa a fase de recuperagdo (II). Esta fase & responsavel pelo
desencadeamento do processo adaptativo, restabelecendo uma nova homeostase
celular, com niveis de atividade enzimatica e de substratos metabdlicos mais
elevados (III), quando comparade aos detectados anteriormente. Isto propicia
methor suprimento energético para exarcicios que venham a requerer maior
mobilizag8o metabdlica ou, entdo, uma economia de energia em atividades fisicas
que ja eram habituais na estrutura de treinamento Se um mesmo estimulo for
imposto novamente apds a ccorréncia da adaptagdo, 0s mecanismos homeostaticos
ndo serdo rompidos na mesma extensdo (Fry et ali, 1992). Por outro lado, se nao
for aplicado novo estimulo ocorre uma involugdo da adaptagdo obtida (IV).

E importante ressaltar que o0s processos regenerativos resultam numa
supercompensacdo, conforme mostrado na Figura 1.

Estimulo Supercompensagio
| !
M Invelucdo R )
> YHomeostasia
AIUY P T % Tempo
ALE 5 Y
ensacio

Figura 1. O processo de supercompensacdo metabdlica. Adaptado de Bompa (1990).



A adaptagdc positiva € resultade de uma alterndncia corretamente
programada entre indugdo de estresse e regeneracdo (Bompa, 1990). Portanto, os
fatores que delimitardo a ocorréncia da supercompensacdo seréo a otimizagdc dos
intervalos de recuperacdo/repouse entre sucessivas sessbes de treinamento e a
regulacio da carga de treinamento em cada atividade programada. O objetivo em
selecionar os intervalos e cargas de treinamento de modo otimizado € assegurar
que uma subsequente sessdo de treinamento coincida com a fase de
supercompensacdo (Zatsiorsky, 1985).

Quando a recuperagdo € incompleta, observa-se fadiga prematura; neste
caso, estamos falando de supertreinamento ou “overtraining”, que tem como
conseqiiéncia final a diminuigdo do rendimento, até o desencadeamento de
distirbios mais graves ou lesdes, de dificil recuperacdo ou muitas vezes até
irrecuperaveis {Urhausen e Kindermann, 2002). Entretanto, “overtraining” € um
termo geral, que ndo diferencia entre seus estdgios. O primeiro estagio do
“overtraining”, também conhecido como “overreaching” se instala quando o repouso
entre o préoximo treinamento ou competicdo é insuficiente (Bruin et ali, 1994,
Tiidus, 1998; Lehmann et afi, 1998). Embora esta condicdo induza fadiga
prematura, pois a recuperacéo é incompleta, pode ser facilmente revertida, com um
ou dois dias de pouco ou nenhum treino, sugerindo ser induzida por um estresse
principalmente metabdlico. Porém, se o desbalanco entre treinamento e
recuperacdo durar um periodo mais longo de tempo, pode instalar-se essa condigdo
referida como “sindrome do overtraining”. Os sinais associados a esta sindrome sao
alta fadigabilidade, além de alteragBes endécrinas e comportamentais. Esta
sindrome ndo é facilmente revertida, podendo levar varias semanas ou meses para
ocorrer a recuperacdo (Kuipers e Keizer, 1998). Entretanto, o limiar entre um
treinamento ideal e o "overtraining” € muito ténue.

Como pouco é conhecido em relagdo a quantidade 6tima de treinamento e dos
fatores que influenciam a recupera¢do e supercompensacdo, ainda hoje existe um
componente muito grande de empirismo na aplicacdo dos métodos de treinamento,
que sdo na sua grande maioria empregados sem muita base cientifica. Desta forma,
os atletas normalmente s8o submetidos a cargas de esforgo muito altas, para ndo se
pecar pela faita, sendo impossivel prever se a carga de esforgo exigido da equipe



esta excedendo o limite individual de estresse que 0 organismo pode suportar. O
maior problema € que ndo existem ainda descritos na literatura marcadores
completamente confidveis, nem de adaptacdo, nem de “overreaching” ou
“overtraining” que ajudem a diagnosticar esse limite individual de estresse.

Por sua vez, a maior utilizacBo das fibras musculares durante o exercicio
fisico também as torna mais suscetiveis a lesfes. De fato, j@ foi bem documentado
gue atividades exercidas acima da intensidade habitual de esforco aumentam os
niveis de les8o muscular em varias espécies animais {Clarkson e Tremblay, 1988).
Varios autores ja relataram a ocorréncia de tais lesBes apds esforgo intenso
diretamente, através de alteragdes histologicas no sarcOmero ou indiretamente,
pela quantificacdo no plasma de proteinas musculares especificas, como mioglobina,
a enzima lactato desidrogenase e principaimente a enzima creatina quinase (Jacobs
et ali, 1987; Apple et ali, 1988; Volfinger et ali, 1994).

Em revisdo feita por Pyne (1994) o autor aponta duas hipéteses para explicar
a lesdo muscular induzida pelo exercicio fisico. A primeira argumenta que ©
extravasamento de proteinas musculares para o plasma se deve principalmente ao
estresse mecanico, provocado pelo processo de contragdo muscular. Assim, o ciclo
contracdo-relaxamento executado pelas miofibrilas, ocasionando continuo
alongamento e encurtamento dos sarcbmeros seria suficiente para alterar a
estrutura da membrana celular. A outra hipdtese propfe que esta perda de
integridade se deve principaimente a um estresse metabdlico, consegtiéncia de um
ataque de espécies reativas de oxigénio ao sarcolema, ocasionando um processo de
lesdo oxidativa na membrana (Pyne, 1994; Frankiewicz-Jozko et ali, 1996).

EXERCIC10 FISICO E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

As mitocOndrias dos musculos esqueléticos geram continuamente uma
cascata de moléculas difusiveis de baixo peso molecular gue derivam do O
molecular, conhecidas como espécies reativas de 0, (EROS). As EROS sao resultado
de reducdes incompletas do O; molecular e incluem um amplo espectro de espécies
radicalares, como o radical &nion superdxido (0;) e radical hidroxila (' OH) e ndo
radicalares como o peréxido de hidrogénio (Hx0z).



O caminho para a formacdo de EROS comeca geralmente com a redugdc
monoeletrénica do 0, com formacdo do O, . Durante o exercicio fisico hd um
aumento em tornc de 10 vezes nc volume de oxigénio total consurnido (VO;) e de
100 vezes nas fibras musculares ativas (Astrand e Rodahl, 1986; Sjddin et ali,
1990). Desta forma, o O, pode ser formado nos misculos esqueléticos de varias
maneiras {Siodin et a/i, 1990; Bejma e Ji, 1999; Reid, 2001):

» Na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, devide ac vazamento de
elétrons, principalmente pelo complexo [ e Coenzima Q;

« Por enzimas como xantina oxidase, que estdo ativas quando ha perda da
homeostase do Ca’*;

« Pelas enzimas NADPH oxidase e citocromo P450 oxidase;

s Pela auto-oxidacdo de catecolaminas;

e Através da ativagdo de neutrofilos e macréfagos, que promovem a inflamacgdo
pds-exercicio, importante para a remogdo do tecido danificado e reparo.

O musculc esquelético também produz Oxido nitrico ((NO) a partir do
aminodcido arginina, pela reacdo da enzima oxido nitrico sintase (Tews et afi,
1997). O Oxido nitrico pode reagir com O;, formando peroxinitrito, um
intermediario instavel, com reatividade similar ao radical hidroxila (‘OH). Foi
proposto mais recentemente que além das EROS, o ‘NO também poderia ter um
papel importante nos musculos esqueléticos, e que musculos submetidos a
contragbes repetitivas poderiam produzir quantidade suficiente de 'NO para
influenciar o balan¢o oxidante/antioxidante (Reid, 1998).

O radical anion superéxido (0;) pode ser dismutado enzimaticamente ou
ndo, levando a produgdo de perdxido de hidrogénio (H;0;). O H»0,, como agente
oxidante € considerado fraco, mas na presenga de ions de metais de transi¢io pode
sofrer quebra na ligagdo 0O-0O, produzindo o radical hidroxila (‘OH), uma das
espécies mais reativas entre as que podem ser encontradas nos meios bioidgicos.
Esta reacdo denomina-se reacdo de Fenton:

Fe** + M0 — Fe®* + OH" + ‘OH

Todos os derivados parcialmente reduzidos de O, retém, em menor ou maior
grau atividade redox e podem influenciar processos intracelulares sensiveis a esse



estado. Como os radicais livres s30 inespecificos, sua reatividade € inversamente
proporcional a sua meia vida. Desta forma, ha espécies radicalares de tempo de
vida muito curto, como ¢ O;” e 0 'OH e de tempo de vida muito fongo como a
molécula de oxigénio (0;) e os ions Fe?* e Fe®. Por essa motivo, os radicais livres
ndoc escolhem seus alvos, podendo atacar lipidios, proteinas acidos nucléicos ou
qualquer outra molécula dos meios bioldgicos, para se estabilizar.

Peroxidaclio Lipidica

Peroxidac8o lipidica € um processo degenerativo das membranas bioldgicas
mediada pelo ataque de EROS as pontes metilénicas entre as duplas ligagbes dos
acidos graxos poliinsaturados (PUFA). Esse ataque oxidativo desencadeia uma série
de reacBes em cascata. Suas conseqiéncias sdo alteragdes na composicdo dos
fosfolipidios, diminuindo a fluidez da membrana. Como esta fluidez esta
intimamente relacionada com a maioria de suas fun¢fes, tais como: permeabilidade
seletiva, atividade de enzimas, transporte de fons, utilizacdo de receptores (Halliwel
e Gutteridge, 1998), esses processos serdo comprometidos.

O par redox PUFA/PUFA tem um potencial de éxido-redugdo de 0,6 V em pH
7,0. Desta forma, para poder ser oxidado, o par redox radical livre/radical reduzido
deve ter potencial ainda maior. Entre os possiveis iniciadores da peroxidacdo lipidica
estdo "OH, HOy , RO, RO, e ions de ferro, provavelmente em estados de valéncia
mistos, complexados com O; {Kombrust e Mavis, 1980; Aust et ali, 1982).

O inicio do processo ocorre pelo ataque radicalar ao lipidio, que se transforma
num radical centrado no carbono:

LH + | C\— + RH
O radical lipidico, sofre um rearranjo, formando um dieno conjugado.

R-CH=CH-CH,-CH=CH-CH-CH=CH-R’

R-CH=CH-CH,-CH-CH=CH-CH=CH-R’

Este pode, por sua vez, reagir com uma outra molécula de oxigénio,
formando um radical centrado no oxigénio, o radical hidroperoxil (LOO.):



L+ O LOO

O radical hidroperoxil pode reagir com outro lipidic da membrana, formando
um hidroperdxido lipidico (LOOH) e um outro radical lipidico (L), propagando assim
O processo:

L + LH —» LOOH -+ L

G—0
v ~
R-CH-CH-CH,-CH-CH=CH-CH=CH-R" - Radical endoperoxido-lipidico
0O carbono oxidado pode pertencer ao mesmo lipidio, formando-se um
endoperdxido lipidico

Os hidroperdxidos lipidicos podem ser oxidados ou reduzidos por metais de
transic3o (Fe ou Cu), podendo originar radicais hidroperoxil (LOO') ou alcoxil (LO):

Os radicais alcoxil sofrem clivagem da ligagdo do carbonoc «, produzindo
aldeidos de &cidos graxos e radicais alqguila:

LOOH + Fe' — » LOO + F&& + H

LOOH + Fe&*¥ ——» LO + Fe' + OH

R-CH-CH-CH-CH=CH-R' 4+ HO
//caz\\ \0

CH CH

No—0”

*‘R-CH=CH, + O=CH-CH=CH-R
+ 0=CH-CH,-CH=0

Os produtos finais da peroxidacdo lipidica sdo aldeidos de baixo peso
molecular {malondialdeido e B-hidroxinonenal) e alcanos (etano e n-pentano). Esses
aldeidos sdo bastante reativos e podem se conjugar com residuos de aminoacidos
pertencentes a proteinas, outros lipidios, carboidratos e bases nitrogenadas
podendo causar a formacdo de pontes cruzadas entre essas moléculas (Esterbauer,



et ali, 1991). Aldeidos de baixo peso molecular também reagem com acido
tiobarbitdrico (TBA), formando complexos coloridos que podem ser quantificados.
Estes complexos, formados por substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARs)
sdo amplamente usados como biomarcadores de peroxidac8o lipidica em sistemas
bioldgicos (tecidos e sangue), podendo ser medidos por espectrofotometria ou por
fluorescéncia {(Yagi, 1876; Chkawa et afi., 1979, Yagi, 1987).

Oxidaclio Protéica

O ataque radicalar as proteinas resulta na modificacdo dos residuos de
aminodcidos, principalmente pela adigdo de grupamentos carbonila e hidroxila, que
também podem ser quantificados. Estas modificagbes levam a formagdo de
produtos inertes (ndo radicalares) irreparaveis, que podem ser removidos somente
pelo catabolismo protéico {Garrison, 1987). Seus efeitos incluem fragmentagdo,
formacdo de ligagdes cruzadas, modificagles nas estruturas tercidrias e
quaternarias, ocasionando altera¢les ou até perda de atividade e funcdo das
proteinas (Garrison, 1987; Stadman, 1992, 1993; Dean et ali, 1997, Stadtman e
Levine, 2000).

0O atagque oxidativo a proteinas induz nelas uma cadeia de reagées
radicalares, como a peroxidacdo lipidica, porém caraterizada por ser mais curta e
com menor consumo de 0, (Neuzil et afi, 1993). Podem ser produzidos
intermediarios reativos, capazes de atacarem estruturas proximas ou mais distantes
(Dean et ali, 1993). E bastante sitio especifica, conforme descrito abaixo.

Os aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina s@o alvo preferencial do
radical hidroxila, resuitando na adicdo de grupamentos -OH ao anel aromatico
(Garrison, 1987, von Sonntag, 1987). O ataque a fenilalanina resulta na produgao
de orto, para e meta tirosinas. Além disso, pode ocorrer dimerizagdo e oxidagdo da
cadeia lateral (Garrisson, 1987). Na tirosina, o ataque do radical hidroxila resulta na
formacdo de radicais fenoxil, que levam a varios produtos, como dimeros com
ligacBes cruzadas C-C e C-0. Ocorre ainda a formacgdo de produtos hidroxilados, por
adic8o do proprio radical hidroxila, como por exemplo, o DOPA (3,4 - Di-hidroxifenil
alanina) (Gieseg et ali, 1993). A formacdo preferencial deste dltimo derivado se
deve ao efeito direto orto/para do substituinte -OH quando adicionado a um anel
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aromatico, visto que & posigdo para esta protegida por uma ligagdo com o carbono
seguinte.

O aminoacido triptofano pode ser hidroxilado no anel pirrdlico ou no anel de
benzenc. O principal produtc de degradagdo em solugdo oxigenada € a
fenilcinurenina {modificagdo no anel pirrdlico), aiém de peguenas guantidades de
produtos de atague ao anel aromatico como ¢ 7-hidroxi-triptofanc (Maskos et ali,
1992). O radical hidroxila pode ainda se adicionar ac anel imidazdlico da histiding,
preferencialmente aos carbonos 2 e 5, cujos produtos ainda ndc sdo totalmente
conhecidos. Destaque para a 2-oxo-histidina {Uchida e Kawakishi, 1993) e o
aspartato (Dean et ali, 1989).

A reacdo entre o radical hidroxila e a cisteina é extremamente répida e ocorre
preferencialmente no grupamento -SH, por abstragdo de hidrogénio, formando
radical tiit (RS} (von Sonntag, 1590). Esses radicais, na presenca de O, reagem
rapidamente, formando tio-perdxidos (RSO0'). Esta reagdo pode ser reversivel. Os
peréxidos podem atacar outro grupo tiol, formando tio-hidroperéxidos (RSOOH) e
radical tiil (RS"). Entre os produtos finais do atague a cisteina estdo RSO;H e RSOzH
(Prudie, 1967, Davies et ali, 1999).

A metionina também sofre ataque ao enxofre de seu grupo tio-éter {Asmus,
1979). Seus produtos finais incluem metionina sulfoxido (RS(O)CHs) e metionina
sulfona (RS(0):CH3) (Amus, 1979). Os aminoacidos alifaticos podem ser oxidados a
hidroperéxidos. Varios foram detectados como tal, ou reduzidos a hidroxidos mais
estaveis. Detectaram-se as estruturas de trés hidréxidos de valina diferentes e cinco
produtos de oxidag3o de leucina (3 hidroxidos) (Fu et ali, 1995, Fu e Dean, 1997).
O mecanismo de formacdo dos hidroperéxidos € semelhante ao de formagao dos
hidroperéxidos lipidicos. Estudos demonstram que em aminoacidos livres, os
hidroperéxidos sdo formados preferenciaimente nos carbonos das cadeias laterais
(Simpson et ali, 1992, Gebicki e Gebicki, 1993).

Como relatado acima, uma variedade de produtos pode ser obtida apds o
ataque oxidativo a proteinas, tais como, hidroxilagdo de aminoécidos aromaticos,
oxidacio de aminodcidos que possuem enxofre (cisteina), peroxidagdc de
aminoacidos alifaticos, formagdo de grupos carbonila. Todos esses processos estao
associados & perda ou aiteracdo nas fungBes das proteinas (Stadman e Levine,
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2000). Entretanto, a despeito da importancia do assunto, sdo poucos os trabalhos
na literatura que utilizam como marcadores de estresse oxidativo produtos de
proteinas modificadas.

ANTIOXIDANTES MUSCULARES

A atividade biolégica das EROS na musculatura € limitada por uma série de
antioxidantes endégenos e proteinas relacionadas ao estresse (Smolka et ali, 2000,
Reid e Durham,2002). Embora o aumento na expressdo de proteinas de estresse
induzido pelo exercicio fisico também seja objeto de estudo em nosso laboratério,
ndo vai ser tratado nessa tese.

Trés enzimas, especificas para EROS degradam seletivamente espécies
moleculares individuais, acelerando reagbes de conversdc gque ocorrem
espontaneamente (Reid, 2001). A enzima superdxide dismutase (SOD) catalisa a
dismutagdo do O;" a peréxido de hidrogénic {H:0;}. A SOD citosélica contém um
atomo de cobre e outro de zinco (CuZnS0OD) no seu sitio ativoe enquanto a isoforma
mitocondrial €& dependente de manganés. Por sua vez, 0 H;0, é reduzido
enzimaticamente a H;O e O, molecular pela enzima catalase (CAT). A outra enzima,
glutationa peroxidase (GPX) tem menos especificidade para o substrato, reduzindo
tanto H»0; quanto outros hidroperdxidos a alcool. Além disso, 0s Ky para peroxidos
da CAT e da GPX também s3o diferentes. Enquanto a GPX atinge sua Vwax em
baixas concentracbes de H;0;, a CAT sd atinge sua velocidade méxima de catdlise
em altas concentracbes de perdxido de hidrogénio (Powers et ali, 1999). Nas duas
reacoes catalisadas pela GPX a glutationa reduzida (GSH) funciona como doador de
elétrons. A glutationa oxidada (GSSG) formada nesta reagdo € reduzida
enzimaticamente a GSH pela a¢do da enzima glutationa redutase (GR). Todas essas
quatro enzimas sdo expressas constitutivamente pelos musculos. Entretanto, sua
distribuicdo tende a variar de acordo com as propriedades metabdlicas das fibras
musculares, exibindo atividades maiores em fibras do tipo I, oxidativas (Powers et
ali,1999).

Antioxidantes ndo enzimaticos também conferem protecdo contra EROS. A
GSH inativa uma variedade de espécies oxidantes diretamente, além de tamponar
peréxidos pela reacgdo catalisada pela GPX, sendo um dos mais importantes
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antioxidantes celulares. Nos musculos esqueléticos de rato, sua concentragao
também varia, conforme o tipo de fibra presente. Em fibras tipo I {oxidativas),
como no musculo sdlec é de ~ 3mM, ac passo que nas fibras tipo Il (glicoliticas),
como noc musculo vasto lateral, sua concentragdo € cerca de seis vezes menor
(Powers et ali, 1999). A razdo GSH/GSSG na maioria das células é de 10/1
(Halliwell e Guteridge, 1998). Além da GSH as céluias musculares possuem outros
antioxidantes importantes tais como vitamina E, inciuindo uma familia de
antioxidantes liposollveis gue incluem o a-tocoferol. Por serem hidrofébicas, sua
funcdo é proteger as membranas contra oxidagdo. Ao contrario, a vitamina C {&cido
ascérbico) distribui-se na fase aquosa, seqilestrando EROS diretamente, além de
facilitar o cicle redox da vitamina E.

A Figura 2 resume as principais fontes de EROS durante O axercicio e a2 agao
das enzimas do sistema de defesa antioxidante.

1 vazamento de elétrons na

Cadeiz Respiratéria 0, + H0

XantinaOxidase & NADP*
NADPH Oxidase CAT

CitocromoP-450 GR

Leuchcitos ativados

MADPH
LPX
+ GSH —— .5 GSSG+ H0

4 LS00
o] ———— -
kﬁg Feza»
Oxido Mitfice Sintass

arginina

Figura 2. Vias de formagdo de EROS e mecanismo enzimatico de defesa antioxidante. O, (Radical
snion superéxido); OH (radicai hidroxila); H,0, (perdxido de hidrogénio); NO {oxido
nitrico); ONQO- (3nion peroxinitrito).
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EFEITOS DE ERQS SOBRE A CONTRACAOC MUSCULAR

Foi proposto que as EROS exercem um efeito bifasico sobre as fungdes
contrateis de musculos esqueléticos ndo fadigados (Reid, 2001). Mostrou-se gue
baixos niveis de ERQOS, presentes em condigfes basais eram essenciais para a
producdo de forga, pois a deplegdo seletiva de EROS pela adigdo de SOD ou CAT
diminuia a forga. Contrariamente, um aumento modesto na producdo de ERQOS
aumentava 2a forga. Este efeito positivo, entretantc foi revertido em altas
concentracbes de EROS, sendo que a producdo de forga caiu de uma maneira tempo
e dose-dependente. Esses efeitos negativos foram inibidos pelo pré-tratamento do
musculo com antioxidantes ou foram revertidos pela administracdo de agentes
redytores {Andrade et ali, 1998; Reid ef a/i, 1993).

Davies et ali, em 1982, foram os primeiros a mostrar diretamente, atraveés de
um aumento significative no sinal de EPR em homogenatos de miusculo de ratos,
aumento na produgdo de EROS induzida por um exercicio exaustivo. Desde entdo,
acumulou-se um grande numero de evidéncias experimentais, sugerindo haver
correlacdo entre estresse oxidativo e fadiga ou injlria muscular induzida pelo
exercicio (Alessio, 1993, Bruin et ali, 1994, Essig e Nosek, 1997, Alessio et ali,
2000). Varios trabalhos mostraram esse aumento na producdo de ERQOS
indiretamente, através do aumento nos niveis de peroxidagBo de lipidios de
membranas (Alessio, 1993), de carbonilacdo de proteinas (Smolka et afi, 2000) e
até danos ao DNA intracelular (Jenkins, 1988). Além do exercicio, outros fatores
também afetam a atividade de EROS nos musculos. O envelhecimento parece
aumentar a carga de exposigdo a oxidantes. Dano muscular, decorrente de
reperfusdo ou distensdo também resultam em estresse oxidativo ligado a perda de
fungdo. Finalmente os muscuios também aumentam os niveis de estresse oxidatvo
em processos patolégicos inflamatérios (Reid, 2001).

A agdo de EROS sobre o sistema enzimatico antioxidante também parece ter
relacdo direta com o nivel de produgdo de ERQS (Alessio, 1993; Ji, 2002). Desta
forma, os varios trabalhos da literatura sobre esse assuntc apontam, a partir de
uma observacdo consistente que individuos ou animais submetidos a um protocolo
de treinamento possuem niveis mais elevados de enzimas antioxidantes e de certos
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oxidantes ndo enzimaticos nc musculo, demonstrando uma maior forga muscular e
uma resisténcia maior ao estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico (Sen,
1995: Radak et afi, 1999; Ji, 2002), até um efeito inibitdrio na atividade dessas
enzimas numa situagdo de exercicio exaustivo (Ji e Fu, 1992; Smolka et ali, 2000).
Além dos efeitos do exercicioc aumentando os niveis de oxidantes musculares,
também foi mostrado © mesmo tipo de modulacdo nas enzimas antioxidantes das
hemacias. Os motivos pelos quais tais alteragbes ocorrem, principaimente nos
eritrocitos, ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Eritrocitos sdo céiuias anucieadas
e, portanto ndo possuem o material genético necessario para que ocorra sintese
protéica. A sugestdo € que alteragBes em curto prazo na atividade destas enzimas
induzidas por atividades agudas se ddo através de interacOes diretas com a
estrutura protéica da enzima (Tauler ef afi, 1999). Kosenko et aii (1997)
propuseram gue o H,O, possui efeito estimulatdrio na SOD, enquanto o radical
anion superodxido parece ter efeito estimulante sobre a enzima CAT. O mecanismo
molecular deste efeito na atividade da CAT, embora ndo tenha sido estudado em
detalhes, parece estar na reduclio do Fe®' para Fe®*, presente no grupamento
heme de sua molécula, deixando-a mais ativa quando reduzida (Hawkins et afi,
1993).

Todas essas observacles com o musculo ndo fatigado e fatigado levaram a
proposigdo do modelo homeostatico, mostrado na Figura 3. Este modelo assume
que o estado redox citosdlico é uma variavel regulada fisiologicamente, sendo
balanceado pela produgdo de oxidantes e capacidade de tamponamento
antioxidante. Esse modelo prediz que existe um estado redox intracelular que &
6timo para a geragdo de forga. Qualquer desvio desse 6timo seria prejudicial. Como
essas relaces sdo aplicaveis para outras varidveis reguladas homeostaticamente,
tais como pH, temperatura ou osmolaridade, aparentemente sdo consistentes com o
que ja sabemos sobre os efeitos de EROS sobre a contragdo muscular.
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Figura 3 - Modelo de mecanismo de dois componentes redox gue limitam a forga
isométrica. As linhas representam a alteracfo funcional de duas proteinas
hipotéticas reguladoras da contraciio muscular. Uma & limitada pela oxidagdo
e outra pela reducdo. O modeio assume gue ambas sic essenciais para 0
desenvolvimento da forga, embora tenham efeito independente. As curvas
estado redox/funcio definem o limite maximo de desenvolvimento da forca ac
iongo da variagdo do estado redox. {(Adaptado de Reid,2001).

0 efeito do exercicio sobre a integridade celular, no entanto, ainda ndo esta
totalmente definido na literatura, pois ndo estd estabelecide se a peroxidagdo
lipidica é causa ou conseqléncia do dano tissular (Alessio et afi, 2000). A maioria
dos trabalhos mostra injiria muscular apds varios tipos de protocolos de exercicio,
através de um aumento na atividade da enzima creatina quinase (CK) plasmatica. A
controvérsia estd em que alguns autores observam associagdo entre aumento de CK
o niveis aumentados de peroxidac8o lipidica (Davies et ali, 1982; Kanter et alj,
1986; Maughan et afi, 1989) enquanto outros ndo observam essa mesma correlacdo
(Viinika et ali, 1984, Sahlin et afi, 1991, Saxton et ali, 1994; QOrtenblad et all,
1997). Nossa hipdtese é que normalmente a quantificagdo de marcadores de dano
oxidativo é feita em um Gnico tempo pés-exercicio, o que poderia explicar a falta de
correlacdo com o dano muscular observado por alguns autores na literatura. Nesse
sentido, j& fol mostrado em humanos que produtos de peroxidagdo lipidica exibem

um pico de concentragéo méaxima no plasma 6 horas ap¢s uma corrida de 45 min na
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descida (Maughan et ali, 1989). Esses autores mostraram também que individuos
com os niveis de TBARS mais elevados apresentavam também niveis altos de CK

plasmatica.
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I1. SENSOR ELETROQUIMICO

A investigacdo e o controle dos processos metabdlicos que levam a fadiga
exigem cada vez mais técnicas que oferecam especificidade, sensibilidade, respostas
répidas e que possam ser usados em campo. Os sensores eletroguimicos parecem
responder a esta demanda, porgue permitem a miniaturizagdo e por isso a utilizacdo
de pequenas guantidades de amostra. Destaque ainda para a possibilidade de se
produzir dispositivos descartdveis descartdveis a custo baixo, diminuindo a
possibilidade de contaminacdo (Bakker e Telting-Diaz, 2002). Os sensores
eletroquimicos tém se mostrado Gteis em determinagBes analiticas em meios
biolégicos com larga aplicagdo em analises clinicas. Desta forma, tém sido utilizados
na anadlise de glicose, uréia, colesterol, oxalato, creatinina, lisina, lactato e cisteina
em amostras de sangue, tecidos e urina {Neto e Yamanaka, 1988, Fatibello-Filho e
Capelato, 1992, Rover-Junior, 20018a).

A reacdo catalisada pela enzima giutationa redutase ¢ a reduc@o do dimero
de glutationa oxidada (GSSG) a duas moléculas de glutationa reduzida (GSH), com
conseqilente oxidagdo de NADPH. Em pH fisioldgico os pares-redox NADP*/NADPH e
GSSG/2GSH possuem EY=-0,320 V e E¥=-0,230 V (Loach, 1976), respectivamente,
permitindo que sua reag8o seja acompanhada através do monitoramento da
corrente. O acoplamento de uma outra reagdo de oxido reducdo envolvendo a
oxidacdo da GSH e a redugdo do DTNB, pode reforcar a corrente ou ainda, como
esta reagdo consome o produto da reacgdo catalisada pela enzima, favorecendo a sua
ocorréencia.

A literatura apresenta alquns métodos para dosagem da enzima glutationa
redutase, entre eles aqueles que acompanham a gqueda na absorbéncia do NADPH a
340 nm (Cariberg e Mannervick, 1985), a queda na fluorescéncia do NADPH a 340
nm de excitagdo e 464 nm de emissdo (Austin, 1988) e o que usa DTNB como
oxidante da GSH (Smith et afi, 1988), conforme mostrado abaixo:

o 0
i I i 9
HO-C C—0OH HO~C HO-—(
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A concentragdo do TNB formado € monitorada espectrofotometricamente a
412 nm e a velocidade de seu aumento & relacionada com a atividade da enzima.

para analise da concentracdo de GSH por métodos eletroquimicos existem
métodos potenciométricos (Companhone et afi, 1994) e voltamétricos (Nalini e
Naravanan, 1988; Wring et afi, 1989; Kulys e Drungiliene, 1981}, sendo esses
altimos bastante sensiveis, embora n8o sejam adequados guando se necessita de
resultados rapidos e confidveis. Recentemente foi proposto um biossensor
amperométrico contendo a enzima glutationa peroxidase imobilizada em uma matriz
de carbodiimida para a andlise da concentracdo plasmatica da GSH (Rover Ir ef afi,
2001,b). Isto permitiu uma andlise rapida e confidvel, porque ndo exige métodos
prévios de extragdo e/ou de concentragao da amostra.

0O acompanhamento da concentracdo desta substéncia € importante para o
monitoramento do treinamento fisico porgue a GSH é uma das principais moléculas
que fazem parte dos sistemas antioxidantes tanto no musculo guanto no plasma.
Como j& discutimos antes, durante o exercicio fisico a maior parte da GSH é
fornecida pela atividade da enzima glutationa redutase, que reduz o dimero GSSG
produzido durante a reacdo catalisada pela GPX. Nossa op¢do nesse trabatho pelo
monitoramento da atividade da enzima glutationa redutase deve-se ao fato de sua
atividade refletir a capacidade do organismo em obter rapidamente GSH e, portanto
mostrar as variagdes da defesa antioxidante. Além disso, nossos dados mostraram
que esta enzima é sensivel & modulagdo por diferentes tipos de exercicio (Smolka et
ali, 2000).
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OBJETIVOS

O grupo de pesquisadores do Laboratério de Bioquimica do Exercicio (Labex),
do qual faco parte, tem como principal objeto de interesse responder se as
respostas induzidas por diferentes protocolos de exercicio podem ser guantificadas
através de biomarcadores de estresse e, desta forma serem aplicadas para ©
diagnéstico de Toverreaching” em atletas. Para isso analisamos marcadores
sanguineos @ musculares dos sistemas oxidativo, oxidante e antioxidante em
diferentes situacdes de exercicio fisico, tais como, exercicio exaustivo agudo,
treinamento continuo e treinamento intermitente. O objetivo geral do laboratdrio é
verificar quais s30 os biomarcadores mais eficientes na determinagdo de sucesso
adaptativo ou “overreaching”, de uma forma confidvel e aplicavel nos esportes. As
analises sdo feitas em ratos correndo em esteira rolante e atletas de futebol, volei &
atletismo, fruto de um trabalho integrado e em equipe, do qual esta tese fez parte.

O projeto de pesquisa do Labex prevé o desenvolvimento de uma nova
tecnologia de avaliagdo fisica, denominada por nds de Limiar de Estresse, a ser
aplicada em atletas. A determinagdio do Limiar de Estresse estaria baseada no
acompanhamento, ao longo do periodo de treinamento, da evolugéo individual dos
niveis sanguineos de biomarcadores de ataque oxidativo e defesa contra o estresse
oxidativo, combinado com os niveis de biomarcadores de lesdo muscular. O objetivo
é avaliar o grau de impacto do estimulo aplicado pelo exercicio e tracar previsdes do
sucesso adaptativo, na tentativa de estabelecer ajustes no protocolo de
treinamento, de forma a obter o maior aumento possivel da capacidade
aerobica/anaerdbia, com o minimo de lesdo muscular de origem oxidativa.

Nesse sentido, quando iniciei o projeto de doutorado em 1997, meu primeiro
objetivo foi a padronizagdo da dosagem de marcadores de peroxidacdo lipidica e
oxidagdo proteica no plasma e urina e sua quantificagéo ao longo de dois protocoios
de treinamento distintos. Esses dados, analisados em conjunto com os dados sobre
as alteracBes nas enzimas antioxidantes CAT e GR e expressdo de HSP72 fazem
parte do manuscrito publicado em 2000 na revista American Journal of Physiology,
mostrado no Anexo I (Smolka et ali, 2000).

Para testar nossa hipdtese, de que o tempo de coleta das amostras é
determinante para se observar dano oxidativo, no segundo trabalho desta tese
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seguimos o acumulo de biomarcadores de peroxidacdo lipidica e oxidagdo protéica
nos musculos séleo e gastrocnémio (porcdo branca), em diferentes tempos poés-
exercicio exaustivo. Quantificamos também esses mesmos biomarcadores e ¢ nivel
de lesdc muscular no piasma. Nossos objetivos foram: i) determinar o melhor
momento de coleta das amostras para o estudo do estresse agudo induzido pelo
exercicio exaustivo; ii) estudar o tipo de relagdo entre ataque oxidativo e lesdo
muscular; iii) determinar se o estresse oxidativo sofrido pelos musculos durante 0
exercicio poderia ser detectado sistémicamente.

Os dados apresentados nessa tese, em conjunto com o de outros alunos do
Labex mostraram que as enzimas GR e CAT sofrem modulagdo pelo tipe de
protocolo de exercicio empregado ndc somente em ratos, mas tambeém em
amostras de hemolisados de hemacias de atletas. Dessa forma, © objetivo do
terceiro trabalho foi desenvoiver um sensor, capaz de mensurar a atividade da
enzima glutationa redutase com volumes de amostras de hemolisado de hamacias
muito pequenos, que pudessem ser coletados do [ébulo da orelha através de
capilares. O relatéric contendo esses dados ja foi submetido ao 6rgao competente
da Unicamp (Edistec) com a solicitagdo do pedido de patente.
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MATERIAIS E METODOS

“EX VIVO"”

Animais

Ratos machos, da linhagem Wistar, com dois meses de idade no inicic dos
experimentos, foram adquiridos do Centro de Bioterismo da Unicamp. Os animais
foram acomodados em biotério climatizado a 25° C (+ 1), com controle de cicic de
luz claro/escuro de 12 horas, invertido.

Para os protocolos de exercicio descrito abaixo os animais foram submetidos
previamente a uma semana de adaptacdo, consistindo de duas seges diarias de
atividade de corrida em esteira rolante adequada a velocidade de 10 m/min por um
perfodo de 5 minutos. Esta semana teve como objetivo separar 0s animais que
correm voluntariamente daqueles que ndo correm. Do primeiro grupo retiramos o
grupo controle, sedentdrio (composto de ratos confinados apenas a movimentagdo
dentro das gaiolas) e os diferentes grupos de exercicio.

Os protocolos experimentais utilizados com os animais foram previamente

submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do IB-
UNICAMP - (CEEA-IB-UNICAMP).

Exercicio Exaustivo

O ponto de exaustdo foi definido como aquele em que o animal sedentério
ndo consegue mais correr, independentemente da deplegdo dos substratos
(glicogénio, por exempio).

Os animais, apds uma semana de adaptacdc a corrida em esteira foram
submetidos, sem pausas, aos seguintes exercicios:

Tabela 1. Protocolo de exaustdo ao qua os animais foram submetidos.

Tempo {min) Velocidade (m/min)

10 5

15 10
20 15
20 20
15 25
10 30

A inclinacdo da esteira rolante foi de -3°.
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Um lote de 5 animais foi sacrificado nos seguintes tempos pds exaustdo: 0, 3,
6, 12 e 24 h. Cinco animais fizeram parte do grupo controle.

Protocolos de Treinamento

Foram utilizados 90 ratos, divididos em 3 grupos: Controle, Continuo,
Intermitente. Os grupos Continuoc e Intermitente continham 35 animais cada e ©
grupo Controle era de 20 animais. Os animais dos grupos Continuo e Intermitente
foram submetidos 2 dois tipos diferentes de treinamento, cujas intensidades e
duracbes estdo descritas na Tabela II.

Tabela II. Protocolos de treinamento de endurance e intermitente aos quais os animais foram

submetidos.
Continuo Intermitente
Semanas | velocidade | Tempoe | Nimero velocidade | Tempo | Pausa | NGmero de | Nimero
{m/min) {min) de {m//min) {min} | (min} | Repetigbes de
sessoes sessoes
diarias diarias
i® 15 20 i 20 5 2 4 k
2 20 30 1 30 2,5 1 4 1
3° 22,5 45 1 32,5 2,5 1 6 1
4° 25 60 i 35 2,5 i 6 i
52 5 g° 25 60 1 35 2.5 1 6 1

A inclinagdo da esteira rolante foi de -3°.
Coleta de Amostras
a) Urina

Durante o experimento de treinamento, foi coletada urina dos animais para
andlise de TBARS. Os animais, 5 de cada grupo, foram mantidos por 24 horas em
gaiola metabdlica apés cada semana do treinamento e a urina foi colhida sob
tolueno, adicionando-se BHT 90 pM e congelada a -15°C até a realizagdo das
analises.

b) Sangue

Nos ratos, o sangue foi coletado pela veia hepatica, mantendo-se o animai
anestesiado com hidrato de cioral 10%. Apés a coleta o animal foi sacrificado por
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puncdo cardiaca. Foi utilizado como anticoagulante heparina sédica. O sangue foi
mantido em banho de gelo até o fracionamento ou a utilizagdo nos experimentos
nos guais se usou sangue total.

Nos sujeitos humanos, o sangue foi colhide pela veia braquial em tubo
heparinizado e mantido em banho de gelo até o fracionamento.

para a separacdo do plasma, o sangue total foi centrifugado sob refrigeragdo
(4°C) a 300 x g por 10 minutos. Adicionou-se BHT 90 pM para prevenir ataque
oxidativo. © plasma foi entdo congelado em nitrogénio liguido e armazenado em
biofrezer em —70°C até a realizagao das dosagens.

Para se preparar 0 homogenato de hemdcias, a papa de hemacias obtida do
sedimento da centrifugac8o acima descrita, foi lavado 3 vezes com PBS (tampé&o
fosfato 0,2 M mais NaCl 0,9%) e hemolisado com &gua (1:1 v/v) em banho de gelo
por 5 minutos. Apgs, foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado em biofrezer
a -70°C até 3 realizacio das dosagens. Quando da realizacdio das andlises, o
homogenato foi diluido 1:50 (v/v) com solucéo de PBS.

¢) Masculos

0Os musculos séleo e gastrocnémio dos ratos foram retirados logo em seguida
3 retirada do sangue, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a ~-70°C para
analises posteriores. No momento da analise, os musculos (30 mg de tecido) foram
homogeneizados (Polytron PT2100) numa solu¢do gelada contendc sacarose 440
mM, MOPS 50 mM, pH 7,2, PMSF 0,01 mM e EDTA 100 mM. O homogenato foi
centrifugado a 40.000 x g por 20 minutos a 4°C, descartando-se 0 sedimento.
Adicionou-se 90 uM BHT ao sobrenadante, para prevenir oxidagéo,

Dosagem de Substéincias que Reagem ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

As amostras foram preparadas conforme descrito por Yagi (1987). Vinte plL de
plasma foram diluidos em 4 mL de H;SO4 (0,04 M). Adicionou-se 0,5mL de acido
fosfotungstico 10%, aguardou-se 5 minutos e centrifugou-se a 300 x g por 10
minutos. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 2 mL de
H,S04 (0,04 M), seguido da adigdo de 0,3 mL de acido fosfotungstico 10%. ApGs
centrifugacdo a 3000 rpm, descartou-se o sobrenadante e resssuspendeu-se o
sedimento em 0,5 mL de H;O. A essa mistura foi adicionado 1 mL da solug&o
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reagente de Acido tio-barbitlrico, composta de &cido tio-barbitdrico 0,67% em acido
acético 50%. Incubou-se a mistura final em banho maria (90°C) por 1 hora. Apods,
esfriou-se em banho de gelo e efetuou-se a extracdo dos TBARS (substéncias
reativas ao acido tio-barbitrico) com 5 mL de butanol, agitando-se vigorosamente.
Finaimente a medida da emiss8c da fluorescéncia da fase orgénica foi feita a 553
nm com excitacdo em 515 nm. O espectrofluorimetro utilizado foi 0 modelo SPF-
500C™ SLM Aminco (SLM Instruments, Inc.).

para se calcular a concentracdc de TBARS, usou-se uma curva padrao de
tetraetoxipropano, conforme descrito por Yagi (1987). Os resultados foram
expressos em nmol/mL de plasma. Para as amostras de musculo, usou-se 500 ul de
do homogenato, seguindo-se o mesmo procedimento descrito para o plasma e 0s
resultados foram expressos em nmoles de TBARS por mg de tecido.

Nas amostras de urina, 500 ul de urina de 24 horas cothida conforme ia
descrito foi adicionada a 1 mL da solugdo reagente de &cido tio-barbiturico.
Incubou-se a mistura final em banho maria (S0°C) por 1 hora e apbs seguiram-se
os mesmo procedimentos usados para as outras amostras. Os resultados foram
apresentados normatizados pela quantidade de creatinina em mg/mL dosada pela
reacdo de Jeffé, conforme Jenkins et ali (1992).

Dosagem de Proteinas Carboniladas no Plasma

Os grupamentos carbonila das proteinas reagem com o0 composto 2,4-
dinitrophenilhidrazina (2,4 DNPH), formando um cromdforo que absorve a 380 nm.

Amostras de 200 ulL de plasma foram diluidos para 1 mL de H;0,
adicionando-se 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 20% para precipitagdo das
proteinas. Apés centrifugacdo a 300 x g por 10 minutos, desprezou-se ©O
sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso e incubado durante 50 minutos a 37°C
com 1 mL de 2,4 DNPH 10 mM dissolvido em HCl 2 M, com agitagdo em vortex a
cada 5 minutos. Apés, foi feita nova precipitacdo das proteinas com 2 mL de TCA
20%. Lavou-se 0 precipitado trés vezes com uma mistura de etanol/acetato de etila
(1:1 v/v) e ressuspendeu-se 0 precipitado em guanidina 6 M dissolvida em fosfato
de potassio 2 mM, pH 2,3 corrigido com acido trifluoracético. Paralelamente outros
200 ul de plasma foram tratados da mesma maneira, sendo a solugdo de 2,4 DNPH
substituida por HCL 2 M, e este tubo foi utilizado para zerar o aparelho {(branco).
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Determinou-se a absorbdncia a 380 nm. Para o calculo da concentragac usou-se o
coeficiente de extingdo molar descrito na literatura (¢ = 22.000/M/cm) (Faure e
Lafont, 1995; Radak et ali, 1998). Os valores foram expressos em nmol/mL de
plasma.

Para as amostras de musculo, utilizamos 200 ul do homogenato, usando-se o

mesmo procedimento descrito para o sangue e os resultados foram expressos em
termos de nmol de proteinas carboniladas por mg de tecido.

Dosagem de Grupamentos Sulfidrila Totais em plasma

Adicionamos a 1 mL de meio constituido de Tris 0,25 mM e EDTA 20 mM, pH
8,2, uma aliquota de plasma (50 pl), medindo-se a absorbéncia a 412 nm (Al).
Adicionou-se a essaz mistura 20 ul de acido 5-5'-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB)
10 mM diluido em metanol. Apbs 15 minutos fez-se a segunda leitura (A2). Para
zerar o aparelho usou-se o meio de reagdo e como branco usou-se DTNB diluido no
mesmo tampdo (B). O procedimento foi feito a temperatura ambiente. Para se
calcular a concentracdo de grupamentos sulfidriia o coeficiente de extingdo molar do
DTNB (13600/M/Cm) (Faure e Lafond, 1995):

Dosagens das Atividades Enzimaticas

a) Creatina Quinase {CK) em sangue total

A dosagem desta enzima foi feita em aparelho Reflotron (Boehringer Mannheim),
que utiliza uma fita reagente a qua! se adiciona 30 pl de sangue total (Braun et afj,
1987). O fundamento do método baseia-se numa seqiiéncia de reagdes catalisadas

pelas enzimas: CK, gliceroi quinase, glicerol fosfato oxidase, e uma peroxidase,
conforme mostra a sequéncia abaixo:

CK
Fosfocreatina + ADP~———» (reatina + ATP

. GH .
Glicerol + ATP licerol Qumas‘e; ADP + Glicerol 3P

. Glicerol-P oxidase
Glicerol 3P + 0y — . Di-hidroxiacetona-P + H,0,

Peroxidase o
H,0, + Diarilimidazol (red) s  H,0 + Diarilimidazol (0x)

O aparelho monitora a oxidagéo do indicador, diarilimidazol.
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b) Glutationa Redutase

Os ensaios de ambas as amostras, musculo e hemolisado de hemacias foram
conduzidos de acordo com Smith et a/i {1988).

As amostras (5 pul de hemolisado de hemacias ou musculo - volume de
homogeneizado correspondente a concentragdo de 50 mg/ml de proteina) foram
adicionadas a¢ meio de reacdo contendo 50ul de NADPH 2 mM, 250ul de DTNB
3mM e 50 pl de GSSG 20 mM, a fim de iniciar a reagdo. A formagdo de TNB foi
acompanhada a 412 nm. A hemoglobina foi dosada peio método de Drabkin.

O método de dosagem da enzima glutationa redutase se baseia nas seguintes
equacdes:

GSSG + NADPH ——~, NADP® + GSH
GSH + DTNB ———» GSTNB + TNB

Para o calculo da atividade da enzima no sangue foi utilizada a seguinte
equacdo:

E = 100xA/[Hb], onde E é a atividade da enzima por mg de hemoglobina e A é a
atividade da enzima presente na amostra e [Hb] & a concentragao da
hemoglobina no hemolisado em g/mL. O vaior A é calculado utilizando-se a
equacao:

>
i

(AD/13.600).(Vu/V¢), onde AD é a diferen¢a de absorbancia a 412 nm em um
minuto, 13.600 MCm™ é o valor do coeficiente de extingdo molar do TNB a
412 nm, Vu € 0 volume do hemolisado adicionado e o V¢ é 0 volume total da
solugdo.

Os valores de atividade da GR no sangue estdo apresentados em UI/mg Hb e
nc homogenato de musculo fizemos a padronizagdo pelo peso do tecido utilizado e 0
resultado esta apresentado em Ul/mg de musculo.

c) Catalase

Os ensaios para dosagem da atividade da catalase foram conduzidos
adicionando-se as amostras de sangue ou muscuio em tampao fosfato 50 mM e
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peréxido de hidrogénio (H,0;) 10 mM, (Aebi, 1984). A queda nos valores de
absorbancia do H,0. foi seguida espectrofotometricamente a 240 nm, segundo a
reagao:

H:0: % K0 + 1/20;

O calculo da atividade da catalase plasmatica foi feito pela seguinte equacdo:
(2,3/at).(a/b). (log A/A;), onde a é o volume de hemolisado adicionado e b é o
volume total da solugdo, A, ¢ valor da absorbéncia em t = 0 e A, é o valor da
absorbéncia no tempo final, que em nosso caso se da aos 15 segundos apés o inicio
da reacdo (Aebi, 1984). Para o calculo da atividade desta enzima no misculo

utilizamos © valor de coeficiente de extingdo molar do H;0; a 240 nm de 43.600 .M’
! em™ (Andersen et ali, 1997).

“IN VITRO”

Sensor para Medir Atividade da Enzima Glutationa Redutase
Solucbes

A enzima glutationa redutase (9 mg/mL) foi diluida no meio reac¢do contendo
fosfato de potassio 0,2 M pH 7,4, com EDTA 1 mM, pH 7,4, conforme descrito por
Smith et ali (1988). Os substratos NADPH 4 mM e GSSG 40 mM foram diluidos no
mesmo tampdo e acrescidos de DTNB 3 mM. As amostras constaram de hemolisado
de hemacias diluido (1:100) com o PBS (Tampéo fosfato 0,2 M mais NaCl 0,9 %).

Equipamenlo

O dispositivo utilizado constitui-se de duas placas de teflon (2 cm x 10 cm),
uma delas servindo de suporte inferior e a outra vazada (2 cm de didmetro)
servindo de protecdo superior. Na placa inferior foram feitas ranhuras por onde
introduzimos dois eletrodos de platina. Entre as placas, foi colocada uma membrana
hidrofobica de PVDF tipo Millipore. As duas placas e a membrana foram dispostas
formando um “sanduiche” e imobilizadas por um grampo. Os reagentes e as
amostras foram introduzidos por seringa Hamilton pelo espago vazado da placa
superior. Os eletrodos sdo ligados a um amperimetro modelo Biosensor {Universal

Sensors Inc.), ligado a corrente de 110V. O esquema utilizado estd mostrado na
Figura 4.
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Figura 4. BEsquema mostrando o equipamento usado no sensor para dosagem da GR. A -
placas de teflon, B ~ membrana hidrofébica, C ~ ejetrodos de platina, D - nanoc-
amperimetro.

Procedimentos

Primeiramente adicionamos sobre a membrana, 7 uL da solugdo contendo os
substratos. Aguardou-se 3 minutos para estabilizagdo do sinal e apés, adicionou-se
3 ul da solug8o contendo a enzima ou a amostra. Anotou-se a leitura da corrente
antes e apds 3 minutos da adigdo da amostra. O potencial aplicado variou conforme

o experimento e foi de -300.
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Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos a uma andlise estatistica
paramétrica ANCVA para mais de dois grupos e teste t de student para 2 grupes. o
nivel de significancia prefixado foi de P < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSA

Ao longo das oito semanas que compreenderam 0s treinamentos continuoc e

intermitente, realizados conforme os protocolos descritos em Materials Métodos,
medimos as concentracdes de TBARS na urina 2 de proteinas carboniladas e
grupamentos sulfidriia totais no plasma dos animais. Nosso objetivo nesse estudo
foi avaliar se esses marcadores sistémicos seriam capazes de detectar os diferentes
graus de atagque oxidativo produzido nos musculos pelos dois tipos de treinamento,
antecipando ou ndo 0 sucesso do processe adaptativo.

As Figuras 5 e 6 mostram, respectivamente, 0 comportamento da
concentracio de TBARS na urina de ratos e de proteinas carboniladas no plasma, ao

longo dos dois protocoles de treinamento: continuo e intermitente.

450

Intermitente
Centinue

400+

350 - P

TBARS/Creatinina

Tampo (semana)

Figura 5. Variacdo da concentragdo de TBARS na urina de ratos (24hs) durante 0s
protocolos de treinamentos descritc em materiais metodos. (*) indica diferanca
significativa entre o controle e a 3" semana, (%} entre 0 grupo continuo e ¢
grupo intermitente, (***) entre a 3° ¢ 8° semanas. (P< 0,05). n=7.
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Figura 6. Variacdo da concentracdo de proteinas carboniladas durante o protocolo de
treinamento descrito em materiais e métodos. (*) indica diferenca significativa
entre o controle e a 3° semana, {**) indica diferenga significativa entre o grupe
continuo e o grupo intermitente, (¥**) entre a 3° e 8 semanas. (P< 0,05). n=7.

A Figura 5 mostra gue na terceira semana de treinamento houve aumento
significativo na produgdo de TBARS na urina, sendo este aumento maior para ©
grupo de animais em treinamento intermitente quando comparado ao grupc em
treinamento continuo. A partir da terceira semana, houve diminuigdo nos niveis de
TBARS em ambos 0s grupos, voltando a valores proximos aos do grupo controle. A
Figura 6 mostra o comportamento da concentragdo de proteinas carboniladas no
plasma ao longo das 8 semanas de treinamento. Novamente observa-se que ©
exercicio intermitente induziu um aumento maior na concentragdo de proteinas
carboniladas que o treinamento continuoc. Da mesma forma, observa-se que no
grupe em ftreinamento intermitente houve um pico de concentragdo na quarta
semana seguido de decréscimo. No casc do exercicio continug, nac houve aumento
estatisticamente significativo da concentrag8o de proteinas carboniladas ac longo
das oito semanas de treinamento.

Estes dados sugerem que, principaimente na fase inicial dos treinamentos,
onde houve incremento na intensidade e duracdo do esforgo ao longo das semanas,
o treinamento intermitente foi mais lesivo aos animais que o treinamento continuo.
E importante ressaltar que o maior ataque oxidative observado nesta fase para o
grupo de treinamento intermitente correlacionou-se com a falta de estimulo sobre o

sistemna de defesa enziméatico, analisado pelas atividades das enzimas catalase e
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glutationa redutase € também com um aumento nos niveis de CK plasmatica. Esses
resultados estdo descritos em Smolka et aii (2000) e mostrados em Anexo L

podemos observar também que ambos os tipos de treinamento levaram, ao
seu final, a uma adaptagdo benéfica dos animais ao exercicio, evidenciada neste
trabalho pelo retorno dos niveis de TBARS na urina e de proteinas carboniladas
olasmaticas a valores bastante préximos aos do grupo controle. Ou seja, qualquer
dos dois tipos de treinamento ievou 05 animals a suportarem uma carga maior de
esforco com menor produglo de produtos de ataque oxidative e menor nivel de
lesS0. Novamente, nossos dados da oitava semana se correlacionaram com um
aumento significativo na atividade das enzimas do sistema antioxidante desses
animais {Smolka et ali, 2000). Corroborando esta interpretag2o, os dados da Figura
7 mostram que ao final da oitava semana houve um aumento significativo na
concentracdo de grupamentos sulfidriia totais no plasma dos animais treinados,
refletindo uma importante adaptacdo metabdlica traduzida pelo aumento da
capacidade antioxidante do sangue.
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7 Continuo | -
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Figura 7. Efeito dos treinamentos continuo e intermitente sobre a concentragdo de
Grupamentos sulfidrila totais no plasma. (*) indica diferenca estatistica em

relacdo ao grupo controle, (**) indica diferenca estatistica em relaglo a 4°
semana. P<0,05, n=5

Uma observagio importante, referente 3 variacdo da concentragio de
grupamentos sulfidrila no plasma ¢é que este pardmetro estd relacionado
principalmente aos residuos de cisteina reduzidos, presentes nas proteinas

plasmaticas, principalmente ailbumina, que durante o atague oxidativo sdo alvos
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preferenciais (Halliwell e Gutteridge, 1998), sendo, portanto seu aumento o reflexo
da melhoria das condigles antioxidantes do plasma, provaveimente devido ao

aumento de atividade do sistema GR/GPX.
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II. ESTUDO DE BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
DIFERENTES TEMPOS POS-EXERCICIO EXAUSTIVO NOS MUSCULOS
SOLEO E GASTROCNEMIO {(PORCAO BRANCA) E NG PLASMA.

Inicialmente, para testar nossa hipdtese de que o tempo de coleta das
amostras & determinante para se observar dano oxidativo, seguimos o acimulo de
biomarcadores de dano oxidative nos musculos séleo e gastrocnémio (porgao
branca) em diferentes tempos, apds submetermos ratos a um protocolo de exercicio
exaustivo. Quantificamos esses mesmos biomarcadores e também 0 nivel de lesdo
muscular no plasma, em diferentes tempos pés-exaustdo. Nesse estudo os objetivos
foram: i) determinar o melhor momento de coleta das amostras para o estudo do
estresse agudo induzide pelo exercicic exaustivo; i) determinar se o estresse
oxidativo sofrido pelos musculos durante © exercicio pode ser detectado
sistemicamente e iii) determinar o tipo de relacdo entre ataque oxidativo e lesdo
muscular.

Estabelecimento das intensidades empregadas no protocolo de exaustdo
pela determinacdo do Limiar Anaerébio

padronizamos nesse trabalho o teste de determinagdo da velocidade de limiar
em lactatemia minima (Tegtburg, 1993) para ratos sedentérios. Esses resultados
foram obtidos em colaboracdo com o doutorando Claudio César Zoppi, do nosso
laboratério. Nosso teste consistiu inicialmente de um “sprint” de 2 minutos a uma
velocidade de 40 m/min, com o objetivo de induzir um aumento na concentragdo de
jactato sanguineo. Apds a coleta de sangue pela cauda do animal e dosagem da
concentracio de lactato, os animais foram submetidos a cargas de corrida em
velocidades sub-maximas e crescentes, com duragdo de 3 minutos e pausa de 30
segundos entre os exercicios para dosar a concentragdo de lactato ao final de cada
carga de esforco. Podemos observar pela Figura 8 que inicialmente a concentracdo
de lactato tendeu a cair, devido a predomindncia do metabolismo aerébio, voltando
a subir guando a velocidade ultrapassou o limiar aerébio, indicando predominio do
metabolismo anaerdbio. O ponto do gréfico onde a lactatemia é minima estabelece
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a velocidade de transicBo entre os metabclismos aerdbio e anaerbbio e é
denominado limiar anaerobio (Tegtbur, 1993).
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Figura 8. Representacdo grafica da curva de lactato tipica do protocolo de velocidade em
lactatemia minima (LMS) de um animal (Tegtbur et afi.,1993).

Os valores de limiar anaerébio dos animais antes do treinamento estéo
mostrados na Tabela II:

Tabela IIl. Limiar anaerdbio de 5 animais sedentarios

Animal _Velocidade de Limiar {m.min™)
19
20
21
19
20
P 19,8+0,8

émawww

X

Podemos observar tanto pelo protocolo de exercicio (Tabela 1 - Materiais e
Métodos) quanto pelas velocidades de limiar mostrados na Tabela II,
respectivamente, que nos 70 minutos iniciais do protocolo de exercicio agudo foram
feitos numa intensidade relativa sub-limiar, chegando no maximo até a velocidade
de limiar dos animais. Ou seja, durante esse periodo de esforgo foi utilizado
hasicamente 0 metabolismo oxidativo como via de ressintese de ATP, levando ao

recrutamento predominante de fibras com caracteristicas mais oxidativas, como € ¢
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caso do musculo soleo. J& os Gltimos 25 minutos foram feitos numa intensidade
supra limiar, utilizando basicamente as vias de ressintese de ATP anaersbicas, isto €
as reservas de fosfocreatina e a glicélise anaerdbia. Somente nesse periodo € que
haveria uma predomindncia de recrutamento de fibras mais glicogenoliticas, como &

o caso do musculo gastrocnémio, porgdo branca.

O Exercicio Exaustive Induz Aumenio Nos Niveis de Estresse Oxidativo

Muscuiar

As Figuras 9 e 10 mostram a quantificagdo da concentragdo de proteinas
carboniladas (A) e de TBARS (B) nos musculos séleo e gastrocnémio imediatamente
apds e nos tempos 3 e 6 horas pos-exaustao.
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Figura 9. Variacdo da guantidade de proteinas carboniladas (A) e TBARS (B) no musculo
séleo de ratos submetidos & exaustiio, conforme protocolo descrito em Materiais
e Métodos. Os dados representam média + desvio padrdo (n=3). * p<(0,05
comparado com o grupo controle.
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Figura 10. variacdo da quantidade de proteinas carboniladas (A) e TBARS (B) no muscuio
gastrocnémio de ratos submetidos a exaustdo, conforme protocolo descrito em
Materiais @ Métodos. Os dados representam média + desvio padrdo (n=5).
*p<(),05 comparado com o grupo controle.

Podemos observar que tanto a concentragdo de proteinas carboniladas quanto
a de TBARS do grupc controle sdo menores no musculo gastrocnémio quando
comparadas com 0 musculo soleo. Por sua vez, a concentragdo de TBARS ficou
significativamente aumentada imediatamente apés o exercicio, com um pico de
concentracdo 3 horas apds o exercicio, no musculo soleo enquanto no musculo
gastrocnémio ocorreu aumento significativo logo apos o estimulo, permanecendo a
concentracdo elevada durante todo o periodo considerado (6 horas). As proteinas
carboniladas apresentaram o mesmo comportamento de TBARS no musculo séleo
sendo que 3 horas apds o estimulo a concentragdo de proteinas carboniladas

apresentavam-se em sua concentragdo maxima em ambos os musculos estudados.
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Considerando que estresse oxidativo significa desbalango entre produgdo de
EROS e defesa contra essas espécies, analisamos tambem as atividades das
enzimas glutationa redutase e catalase, como representantes do status antioxidante
nos dois musculos. As Figuras 11 e 12 mostram a atividade das enzimas glutationa
redutase (GR) (A) e catalase (B) dos musculos sélec e gastrocnémio,
respectivamente, mensuradas no grupo controle e imediatamente (0), 3 e 6 horas

pbs-exercicio exaustivo.

0.05
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Atividade das enzimas GR (A) e CAT (B) no miisculo séleo de ratos submetidos a
exercicio exaustivo, conforme protocolo descrito em Materiais Métodos. Os
dados representam média + desvio padrdo (n=5). (*) P<0,01 comparado com o
grupo controle.

Figura 11.
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Figura 12. Atividade das enzimas GR (A) e CAT (B) no musculo gastrocnémio {porcio
branca) de ratos submetidos a exercicio exaustivo, conforme protocolo descrito
am Materiais e Métodos. Os dados representam média + desvio padrdo {n=>5}.
*p<(,01 comparado com o grupo controle. (**). Sem variagdo significativa em
relacdo ao grupo CO.

Podemos observar que os efeitos do exercicio sobre as enzimas foram
diferentes quando comparamos os dois musculos. Enquanto observamos no
musculo séleo uma diminuicdo significativa na atividade das duas enzimas logo ap6s
o exercicio (P<0,01), que se manteve mesmo apos & horas de repouso, as
atividades enzimaticas no musculo gastrocnémio foram afetadas diferentemente. A
GR sofreu um aumento significativo 3 horas pos-exercicio e a CAT, embora tenho
mostrado queda na sua atividade apés o exercicio, retornou a valores semelhantes

ao do grupo controle apés 3 e 6 horas da exaustao.
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O Estresse Oxidativo Induzido pela Exaustdo Correlaciona-se com Niveis
Aumentados de Lesdo Muscular e & Reflelido Sistémicamente

A Figura 13 mostra o efeito do exercicio exaustivo na concentragdo
plasmatica de proteinas carboniladas (A) e TBARS (B) no grupo controle e 0, 3, 6,

/

24 e 48 horas apds o exercicio.
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Figura 13. Variagdo da concentracdo de proteinas carboniladas (A) e TBARS (B) no plasma
de ratos submetidos 3 exaustdo, conforme protocolo descrito em Materiais e
Métodos. Os dados representam média + desvio padrdo (n=5). * P<0,05
comparado com o grupo controle ** P<0,05 comparado com o resultado da
sexia semana.

Comparando-se com © grupo controle, a concentracdo de TBARS no plasma

Ay

do grupo submetido a exaustdo (Figura 13B) exibiu um pico de concentragdo
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maxima 6 horas pos-exercicio (P<0,01). Observa-se ainda que o valor em 24 horas
foi praticamente igual ac do grupo controle, mantendo-se inaiterado apos 48 horas.
A concentracdo de proteinas carboniladas no plasma também apresentou um
comportamento muito semelfhante (Figura 13A) ao observadc para TBARS,
sugerindo que 0S produtos de ataque muscular poderiam extravasar para a via
sanguinea. O pico de concentracdo também ocorreu 6 horas apds o exercicio
(P<0,01), voltando aos niveis do grupo controle 24 horas apés. A andlise estatistica
mostrou correlacdo positiva entre os valores maximos de TBARS no musculo s6leo
com os valores maximos de TBARS no plasma (r=0,709; P=0,003), porem ndo
encontramos essa mesma correlacdo entre os valores obtidos para o musculo
gastrocnémio e plasma. Por outro lado, ndo foi observada nenhuma correlagé@o
estatistica entre os valores maximos de proteinas carboniladas em nenhum dos
misculos estudados como os valores maximos encontrados no plasma.

A Figura 14 mostra o efeito do exercicio exaustivo sobre a atividade
plasmatica da enzima creatina quinase (CK) nos mesmos tempos descritos para a

Figura anterior.
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Figura 14. Variagio da atividade da enzima creatina quinase em plasma de ratos
submetidos a exaustdo, conforme protocolo descrito em Materials e Métodos.
Os dados representam média + desvio padrdo (n=5). * P<0,05 comparado com
o grupo controle.
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podemos cobservar que a atividade da enzima creatina quinase também se
elevou significativamente apds o exercicio, apresentandc um pico de atividade
plasmatica em 3 horas (P<0,01). ApGs 6 horas a atividade da CK ja estava nos
niveis do grupo controle, permanecendc assim pelas proximas 48 horas de
observacdo. Observamos correlacdo positiva entre atividade da CK piasmatica
(valores maximos) e concentracdic maxima de TBARS no musculo sbleo (r=0,688;
P=0,003), ocorrendo 0 mesmo quandc analisamos estatisticamente a concentragao
maxima de TBARS no plasma e atividade da CK plasmética (r=0,761; P=0,001).
Novamente n3o registramos correlacdo entre os valores de pico de proteinas
carboniladas e atividade de CK no plasma, nem entre esta e 0 pico de TBARS no
musculo gastrocnémio.
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DISCUSSAO

0O mecanismo molecular envolvido no estresse oxidativo e o dano muscular
induzido por um protocolo de exercicio agudo tém sidc objeto de intensa
investigagdo nesses Ultimos anos (Davies ef afi, 1982; Maughan et ali, 1989; Sahlin
et ali, 1991; Saxton et aji, 1994; Ortenblad et a/i, 1997; Reid, 2001).

A liberacdo de proteinas musculares, tais como a CK ¢ tida como uma
evidéncia de danoc muscular, pois normalmente esta enzima & incapaz de atravessar
membranas celulares. Desta forma, considera-se que a liberacdo de CK, via vasos
linfaticos, refletiria alteragBes ocorridas na estrutura das membranas, tornando-as
mais permedveis a grandes moléculas tais como as proteinas. Alguns autores
mostraram um padrde inalterado de TBARS no musculo esquelético apds exercicio
agudo, com nivel plasmatico elevado de CK, sugerindo que esses niveis elevados
nio seriam conseqléncia da lipoperoxidacdo dos tecidos (Viinika et afi, 1984; Sahlin
et ali, 1991; Saxton et afi, 1994; Ortenblad et afi, 1997). Por outro lado, outros
autores mostraram correlacio entre niveis séricos elevados de TBARS e CK apds um
exercicio intenso (Kanter et ali,1986, Maughan et ali,1989). Além disso, Navarro-
Arévalo e Sanchez-del-Pino (1998) mostraram aumento significativo na
concentracdo de TBARS em homogenato de musculo séleo de ratos submetidos a
exercicio de exaustdo. Estes autores ndo discutem o tempo decorrido entre o
estimulo e a coleta da amostra. Por outro lado, Alessio e Goldfarb (1988)
encontraram aumento significativo na concentracdo de TBARS em miusculo
quadriceps branco de ratos sedentarios submetidos a exercicio de exaustdo, mas
ndo encontrou diferenca em muisculo gquadriceps vermeilho desses animais. Nestes
experimentos as amostras de musculo foram coletadas imediatamente apos o
exercicio, o que poderia explicar a discrepéancia de resultados.

Para testar nossa hipbtese, de que o tempo de coleta das amostras pos-
exercicio poderia estar envolvido nesses resultados discrepantes apresentados na
literatura, quantificamos marcadores de ataque oxidativo e dano muscular em
diferentes tempos pos-exercicio em amostras de sangue e em dois muscuios que
variam na sua capacidade oxidativa e padrio de recrutamento pelo exercicio fisico.
Nosso objetivo foi mostrar um quadro mais abrangente do processo.



Os resultados aqui apresentados indicam que o protocolo de exercicio agudo
utilizado levou a um quadro diferenciado de estresse oxidativo muscular, detectado
por um aumento significative nas concentragdes de TBARS e proteinas carboniladas
até 3 horas poés-exercicio, com o musculo sdleo sendo aparentemente mais afetado
gue o muscule gastrocnémio (porgdo branca), conforme mostram as Figuras 7-10.
O ataque oxidative € um processo que ocorre numa cadeia de eventos, o que
explicaria o “lag-time” de 3 horas para a obtengdo dos valores maximos. J& foi
proposto que exercicios de curta duragdo, até a exaustdio, poderiam induzir
aumentos na formacgdc de ERQOS, a uma velocidade acima da capacidade de
protecdo do sistema de defesa (Sjodin et a/i,1990). Nesse sentido, Pigeolet et ali,
(1990) mostraram que altas concentragdes de espécies reativas foram capazes de
reagir com as proprias enzimas antioxidantes, inativando-as. Nossos resultados
sugerem gue esta, provaveimente, foi a situag8o atingida no musculo sdleo, onde as
enzimas antioxidantes mostraram queda na sua atividade enquanto que no muscuioc
gastrocnémio, 3 horas apos o exercicio, a atividade da GR estava significativamente
aumentada e a da CAT praticamente ndo foi afetada, sugerindo que o musculo séieo
foi submetido a um nivel de producdo de EROS maior quando comparado ao
gastrocnémio. O diferente padrdo de recrutamento desses musculos durante os 95
minutos de exercicio, mostrados nas tabelas I e III poderia ser o responsavel pelos
diferentes niveis de estresse nesses musculos. Ou seja, o tempo de exposicdo a
EROS parece ser, de fato, um fator importante na sua ag¢do sobre estruturas
celulares, conforme proposto por Powers et afi (1994). Embora ndo haja um
consenso sobre o assunto, alguns autores mostraram diminuigdo na atividade de
enzimas antioxidantes pelo exercicio exaustivo, entre elas a GR (Sen et ali, 1995).
Alessio e Goldfard (1988) também mostraram diminuicdo significativa na atividade
da catalase nas partes vermelha e branca do muscuio vasto lateral de ratos
submetidos a exercicio agudo e intenso. Por sua vez, Ji et ali, (1992) nédo
observaram qualquer alteragdo nem na atividade da enzima CAT nem GR
imediatamente ap0s um exercicio agudo. Uma possivel explicacdo para isso € que
neste trabalho os ratos correram menos tempo que no nosso estudo, reforgando

que a carga € a duragdo do esforgo parecem ser importantes para disparar um
distUrbio também nas enzimas antioxidantes musculares.
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A diminuigao nos produtos de ataque oxidativo no musculo séleo apos 6 horas
da exaustdo, mesmo quando a atividade das enzimas continua baixa sugerem a
ativacdo de sistemas de defesa antioxidante secundarios, como, por exempblo,
aumentc na expressdo de proteinas de estresse, que ajudam a reparar o dano
oxidativo. Recentemente, nosso grupo de pesquisa mostrou que 2 h apds um
protocolo de exercicio exaustivo ocorre um aumento de cerca de 100% na
expressao de HSP 72 (Smolka et afi, 2000).

E importante ressaltar que as concentracbes plasmaticas de produtos de
ataque oxidativo também exibiram um pico de concentragdo, embora este tenha
ocorrido 6 horas pés-exercicio. Esses dados est8c em concordancia tanto com dados
prévios de nosso laboratorio (Smolka et afi, 2000) quanto de outros laboratérios,
que também mostraram um pico de concentragdc plasmatica de produtos de
lipoperoxidagdo 6 horas apés o exercicio (Maughan et ali, 1989). Uma observagéo
interessante feita em nosso trabalho € que o pico de atividade plasmatica da CK
coincide com o pico de concentragdo de TBARS e proteinas carboniladas nos
musculos. A correlagdo positiva entre concentracdo maxima de TBARS no musculo
soleo (0 mais afetado pelo exercicio) e plasma e entre esses valores e atividade
maxima de CK plasmatica indicam claramente a que hd uma boa correlacdo entre
peroxidagdo lipidica e aumento na permeabilidade da membrana, sugerindo que a
peroxidacdo lipidica deve ser a causa do dano muscular observado apés um
exercicio exaustivo, conforme proposto por alguns autores (Kanter et afi, 1986,
Maughan et a/i,1989; Navarro-Arévalo e Sanches-del-Pino, 1998; Navarro-Arevalo
et ali, 1999).

A falta de correlagdo entre os valores maximos de proteinas carboniladas no
musculo sdieo e plasma e entre eles e atividade da CK plasmatica sugerem também
que a oxidagdo protéica parece ser um evento independente dos eventos de
peroxidagdo lipidica e processos de injuria a membrana muscular. Os resultados
obtidos por Radak et afi (1999), com ratos exercitados em altas altitudes
comparados com animais treinados ao nivel do mar reforgam essa interpretagdo.
Esses autores mostraram aumento nos niveis de proteinas carboniladas sem o
aumento concomitante na concentragdo de TBARS nos ratos exercitados em alta

altitude. Além disso, a concentragao de proteinas carboniladas no plasma ndo pode
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ser correlacionada apenas com a oxidacdo protéica ocorrida nas células musculares.
Aparentemente, esta também relacionada ao estresse induzido por hidroperéxidos
(H-0, e hidroperoxidos organicos) no sangue. Estes sdo produtos principaimente da
peroxidacdo lipidica, que se propagam no sangue, sendo parte deles excretados na
urina (Halliwell e Gutteridge, 1998). Esses hidroperoxidos podem atacar estruturas
sanguineas, tais como membranas de eritrécitos e de outras células, hemoglobina,
lipoproteinas e albumina, causando aumente na concentragdo de protelnas
carboniladas. Os estudos sobre os efeitos do exercicio agudo sobre os niveis de
oxidac8o protéica muscular sdo ainda escassos na literatura. Foi sugerido que
proteinas especificas, especialmente as proteinas contrateis seriam mais sensiveis a
oxidag8o protéica induzida por EROS (Goto et ali, 1988). Leeuwenburgh et ali
(1999) e Radak et al/i {2000} mostraram aumento nos niveis de oxidagdo protéica
mitocondrial, mas ndo em proteinas citosélicas, sugerindo a mitocondria como um
alvo importante do ataque oxidativoe induzido pelo exercicio exaustivo. Nesse
sentido, resultados muito recentes de nosso laboratério mostraram queda na
atividade dos complexos I e IV mitocondriais em diferentes tempos apds esse
mesmo protocolo de exaustdo (Resultados ndo publicados).

Os resultados aqui descritos sugerem que o uso de marcadores plasmaticos
de dano oxidativo e muscular pode ser uma estratégia importante para evidenciar
0s mecanismos envolvidos no dano muscular induzido pelo exercicio agudo, desde
que as amostras sejam coletadas no tempo correto. Como j& mencionado, nossos
dados explicam, pelo menos parcialmente os resultados discrepantes
freqlientemente encontrados na literatura. Além disso, baseados nas correlagbes
observadas entre os biomarcadores analisados nas amostras de musculo sbileo e de
sangue, podemos passar a utilizar somente amostras de sangue, um processo bem
menos invasivo que a bidpsia muscular, para medir indiretamente as conseqiiéncias
do estresse agudo induzido por um exercicio fisico realizado até a exaustao.

Esses resultados foram apresentados na forma de pister no 48°. Reunido
Anual do Congresso Americano de Esportes. O resumo foi publicado na revista Med
& Science in Sports Exerc. 33(5):5218. O manuscrito contendo este conjunto de

dados estd em fase final de revisdo para posterior publicagdo.
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I11. SENSOR AMPEROMETRICO PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA
ENZIMA GLUTATIONA REDYTASE EM HEMOLISADO DE HEMACIAS.

Para podemos padronizar o sensor, primeiramente, determinamos a atividade
de concentracSes crescentes da enzima GR, pelo método descrito por Smith et afi,
{1988). O resultado estd descrito na Figura 15 e os parametros estatisticos foram:
coeficiente de correlac8o linear R = 0,9989 e nivel de significancia P<0,0001. Este
resultado mostrou que a enzima utilizada no trabalho tinha uma boa atividade e as
concentracBes usadas estavam dentro da faixa de linearidade do método. A curva
padriio obtida, foi utilizada para determinar a atividade enzimatica nos outros
experimentos.
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Figura 15. Curva Padrio de atividade da enzima glutationa redutase, usando o método
espectrofotométrico descritc por Smith et affi (1988). Concentragbes
crescentes da enzima (0,002 a 0,010 mg/mL), diluidas em tampao fosfato 0,2
M com EDTA 1 mM, pH 7,4, mais GS5G 40 mM, NADPH 4 mM, DTNB 3 mM,

Na Figura 16 mostramos que quando submetemos 0,05 mg/mL de enzima ao
sensor, 0 aumento na corrente ocorre até 100 s e depois se estabiliza, indicando
que é necessario pelo menos 100 s para que o sinal se estabilize. Embora o sinal ja
esteja estdvel apds 2 minutos da adicdo da amostra, achamos por bem utilizar 3
minutos para garantir a estabilidade do sinal. Este resultado nos levou a estipular a
medicdo da corrente, antes e 3 minutos apos a adi¢cdo da amostra.
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Figura 16. Efeito da adigde de 0,05 mg/mL de GR sobre a corrente durante 4 minutos
usando ¢ potencial de -300 mV.

Para se determinar o potencial ideal de trabaiho, submetemos concentragbes
crescentes da enzima {(0-0,010 mg/mL) a quatro potenciais diferentes. A Figura 17
mostra a variagao no coeficiente angular da reta média dos graficos, que relacionam

a concentracdo de enzima com a corrente (nA).
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Figura 17. Variagdo da sensibilidade do método (coeficiente angular das retas) quando se
submeteu concentracbes crescentes da enzima GR (0,002 a 0,010 mg/mL),
diluidas em tampdo fosfato 0,2 M com EDTA 1 mM, pH 7,4, mais GS5G 40

mM, NADPH 4 mM e DTNB 3 mM em diferentes potenciais.
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Estes dados indicam que o eletrodo parece ser mais sensivel quando se
utilizou o potencial de -500 mV. No potencial -300 mV o sensor apresentou uma
menor sensibilidade, porém maior preciso que pode ser explicada pela diminuigdo
da interferéncia de reacBes paralelas, que podem ser causadas por exempio pelo O;
no meio. Resultados prévios, feitos na auséncia do DTNB nao apresentaram
correlacdo linear entre a concentragdc de enzima e a corrente, mesmo COmo ©
aumento de 10 vezes da concentragdo de NADPH (dados ndo apresentados). Smith
et alf (1988) compararam o ensaio da atividade da enzima GR por dois métodos,
monitorando a queda da absorbdncia em 340 nm (oxidagdo do NADPH) ou o
aumento em 412 nm (reducdo do DTNB). Estes autores mostraram que o aumento
da absorbancia em 412 é trés vezes maior comparando-se com a gueda em 340,

para a mesma concentragdo de enzima, melhorando assim 2 sensibilidade do
metodo.

Nossa explicagdo para a melhor eficiéncia do sensor na presenc¢a do DTNB é
que como a reagéo do DTNB com a GSH também é uma reagdo de oxido/reducdo,
poderia estar contribuindo para o aumento do sinal. Outra possibilidade é o fato
desta reacdo consumir o produto da reagdo catalisada pela enzima, aumentando a
eficiéncia da reagdo mesmo em baixas concentragdes de NADPH.

Tabela IV. Efeito da adig8o de concentracdes crescentes de GR na corrente, apds 3
minutos da adic8o da amostra sob diferentes potenciais {(n=5).

GR (mg/mL) Corrente (nA)
-100 mV”~ -300 mV™ -500 mV -700 mV_
0,002 4,97 + 2,5 12,83+x1,1 32,20+ 11,1 67,50 +£ 15,2
0,004 4,63+ 3,2 21,50+ 4,2 51,25+ 6,0 75,50 + 24,7
0,008 5,30 4,3 37,83+4,7 69,00+ 7,2 69,40 + 19,0
0,010 4.80 £ 6,3 49,17 £ 5,5 89,33 +8,1 974 = 7,8

*R=0,8097: P=0,0967; ~R=0,9989, P>0,0001; “~R=0,9768; P=0,0042;
R=0,8915; P=0,0422
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A Figura 18 mostra a curva obtida e os pardmetros estatisticos, quando
utilizamos o potencial de -300 mV na presenga de DTNB (R = 0,9989 e P<0,0001).
Estes dados mostraram uma boa precisio (n=5). O intervalo de sensibilidade foi de
50 mA para 0,40 Ul/mL de GR. Nestas condigBes, quando utilizamos o potencial de
-300 mV, obtivemos desvios padr§es menores e um coeficiente de correlacado linear
methor guando comparado com os obtidos quando se utilizou o potencial -500,
conforme mostradoe na Tabela 1IV. Estes dados mostram que os resultados no
potencial -300 mV s&@o mais precisos do que no potencial ~500 mV.

&80
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=
~ 303
L1
d.cu:l B
¢ 204 R = 0,99851
é P < 0,0001
Y =a-+ bX
104 a = 2,84017
8 = 120,22749

04

O.(IJG ‘ O.[OS l 0:10 x O.ES ‘ 0.;20 . 0.125 . 9.|30 ‘ 0.?35 l 0.;»0
Atividade (UI/mL)
Figura 18. Efeito da adicdo do aumento da atividade enzimatica da GR sobre a corrente,
apés 3 minutos da adicdo da amostra (0,002 a 0,010 mg/mL), diluidas em

tampéao fosfato 0,2 M com EDTA 1 mM, pH 7,4, mais GSSG 40 mM, NADPH 4
mM e DTNB 3 mM. Voitagem aplicada = -300 mV.

Na Figura 19, podemos verificar que os parametros estatisticos (r=0,98101 e
P<0,00313) indicam que quando se utilizou o potencial de -500 mV, o meétodo foi
mais sensivel quando comparado com os dados obtidos quando se usou uma
voltagem de -300 mV, porém menos preciso. Quando se usou a voltagem de -700
mV e -100 mV, os resultados obtidos ndo foram satisfatérios, visto que os desvios
foram muito grandes e ndo apresentaram diferencas estatisticas entre as cinco
diferentes concentragoes utilizadas {Tabela 1IV).
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Figura 19. Efeito do aumento da atividade enzimatica da GR sobre a corrente, apos 3
minutos da adicdo da amostra (0,002 a 0,010 mg/mL), diluidas em tampéo

fosfato 0,2 M com EDTA 1 mM, pH 7,4, mais GSSG 40 mM, NADPH 4 mM e
DTNB 3 mM. Voltagem aplicada = -500 mV.

Diante dos dados descritos acima, decidimos utilizar o potencial de -300 mV
para os experimentos mostrados a seguir, porque neste potencial obtivemos uma
boa precis@o e uma sensibilidade comparével ao método espectrofotométrico. O
gréfico da Figura 18 foi entdo utilizado como curva-padrdo para as dosagens das
amostras.

A Figura 20 mostra que o sensor foi sensivel para mostrar 6 comportamento
da enzima guando submetida a diferentes pHs, mostrando que no pH=7,4 a enzima

teve maior atividade, confirmando a literatura, jé que esse pH estd muito préximo
do pH 6timo da enzima (Pai e Schultz, 1983).
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Figura 20. Efeito da variacdo do pH do meio de reagdo sobre a atividade da enzima GR na
corrente, ap6s 3 minutos da adicdo da amostra. A voltagem utilizada foi -300

mv.

Além disso, o sensor também foi sensivel & inibicdo da GR pelo inibidor
safranina-A. Este composto é um inibidor ndo competitivo desta enzima, ligando-se
a um sitio especifico j& conhecido promovendo a inibigdo da enzima (Savvas et ali,
1996). Os dados da Tabela V mostram que 0,3 mM de Safranina-A promoveram a
inibicdo de 63,76 % da enzima e 6 mM de safranina inibiram totalmente o sinal.
Este resultado mostra que o que estd aumentando a corrente, nos resultados sem
inibidor é realmente a atividade da enzima GR, ja que este inibidor, apesar de ser
ndo competitivo é bastante especifico (Karplus et ali, 1989).

Tabela V. Efeito da inibicdo da enzima GR pelo inibidor ndo competitivo safranina-A GR

0,010 g/mL dilvida em tampdo fosfato 0,2 M com EDTA 1 mM, pH 7,4, mais a
adicdo de GSSG 40 mM, NADPH 4 mM, DTNB 3 mM.

[Safranina-A] mM Atividade da enzima
glutationa redutase
(IU/mL)
g,0 0.24 + 0,01
0,3 0.09% 0,70
6,0 0,0x0,0

53



Para testar a aplicabilidade do sensor, foram analisadas amostras de sangue
de atletas humanos. A Tabela VI mostra o comparativo entre o método
espectrofotométrico, descrito por Smith et ali (1988) e o sensor aqui descrito. Estes
resultados mostram que o sensor & bastante fidedigno (desvio < 10 % em relagdo
ao espectrofotdmetro). Existe uma correlagio direta entre os valores obtidos pelos
dois métodos (R = 0,97385 e P<0,0001).

Tabela VI. Comparacio dos valores de atividade da enzima GR obtidos pelo método
proposto (amperométricc) com os obtidos pele método de referéncia

(espectrofotométrico) em hemolisado de hemdcias. Os valores sdo a média de 3
medidas.

Amostras de Atividade da enzirna GR (Ul/mL) Desvio Relativo

hemolisado Espectrofotdmetro** Sensort** (%)*
i $.102 £ 0,004 0,096 + 0,02 -5.6
2z 0.120 + 0,006 (.109 + 0,04 -9.7
3 0.138+ 0,01 0.137 £ 0,04 -0.1
4 0.132 £ 0,01 0.126 + 0,03 -4.2
5 0.114 + 0,02 0.122 £ 0,05 6.8
6 0.106 £ 0,04 0.104 + 0,02 -2,1
7 0.152 + 0,02 0.146 + 0,02 -3.8
8 0.176 + 0,04 0.169 + 0,05 -4.0

* Desvio Relativo entre os valores obtidos pelo sensor e 0 método espectrofotométrico.
** Método de referéncia (espectrofotométrico) usando DTNB (i = 412 nm)
*x% Sensor {Eap. = ~300 mV)

E importante destacar o baixo custo dessas analises, j& que no sensor usam-
se apenas 7 uL de meio de reagdo, ao passo que no espectrofotdOmetro se usaria, no
minimo 1 mL. O volume de amostra também & muito menor, pois para preparar 3uL
de hemolisado de hemacias pode-se usar uma gota de sangue, retirada do dedo ou
do l6bulo da orelha do sujeito. Isto permite que a andlise seja feita “in situ”,
garantindo diagnodsticos mais rapidos e fidedignos, além de permitir uma
intervencido mais rapida, visando neutralizar os efeitos do estresse. Desta forma, a
resposta obtida com este sensor permitiria a intervengdo répida da equipe técnica
durante o treinamento de atletas. Caso a atividade da GR em um atleta estivesse
abaixo dos valores de referéncia, o atleta seria individualizado do treino coletivo e
submetido a um treinamento mais leve, para fortalecer o sistema antioxidante. A

recuperacdo também pode ser acompanhada pelo aumento na atividade desta
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mesma enzima. Apds a recuperacdo do sistema antioxidante, o atleta poderia entdo
voltar a carga de treino prevista para o grupo, na certeza de gue seu sistema de
defesa antioxidante estd preparade para isso.

Para outras situagbes envolvendo aumento na producdc de EROs, tais como
processos inflamatérios, cancer, doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) etc, a
utilizacdo deste sensor também permitiria, de forma rapida, precisa, pratica e
econdmica o monitoramento dos niveis de estresse oxidativo, importante tanto para

o diagnéstico quanto para avaliar a evolugao do tratamento e a recuperacgdo.
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Am J Physiol Regulatory Integrative Comp Physiol 279
R1538-R1545, 2000.—Given the potential of reactive oxygen
species to damage intracellular proteins during subsequent
bouis of muscle contractions, it was suggested that, when
this production exceeds the antioxidant capacity, the preex-
isting antioxidant pathways may be complemented by the
synthesis of the defense mechanism represented by heat
shock proteins (HSPs), stress proteins with the fonetion of
repair and maintaining protein folding. To test this hypoth-
esis, we analyzed reactive carbonyl derivatives in plasma and
the expression of HSP72 and activities of enzymes from the
oxidative and antioxidant defense systems in the soleus mus-
cle of sedentary rats and rats trained by two protocols:
continuous and intermittent. We analyzed all three groups at
rest and 2 h after acute exercise. After 8 wk of training, the
animals from both groups clearly demonstrated higher resis-
tance to exercise. Both trained groups showed significantly
higher citrate synthase, catalase, and gluiathione reductase
activities than the control group (P < 0.01). After acute
exercise, catalase and glutathione reductase activities signif-
icantly decreased (P < 0.01) and plasma reactive carbonyl
derivatives significantly increased (P < 0.05} in the seden-
tary group, suggesting an oxidative-stress condition as re-
sponsible for exhaustion in this group. Finally, after acute
exercise, the induction of HSP72 expression eccurred only in
the sedentary group, suggesting that HSP72 acts as a com-
plementary protective mechanism in exercise-induced oxida-
tive stress.

heat shock protein 72; reactive carbonyl derivatives; cata-
lase; glutathione reductase; intermittent training; contima-
ous training

MANY GENERATED STRESS CONDITIONS can resulf, at the
molecdar level, in a fast production of heat shock
proteins (HSPs), stress proteins with the chaperone
function of maintaining and repairing protein confor-
mation. Despite the name, these proteins are impli-

cated not only in the protection of cells from heat
stress, but also against different types of proteotoxic
insults such as oxidative stress, esposure to amino acid
analogs, heavy metals, and others (12, 37). Some of
these insults, such as oxidative stress, heat stress, and
low pH resulting from lactic acid accumulation, are
generated during exercise (7, 19, 25, 27, 32). Thus HSP
expression could represent an important protection
mechanism against exercise-induced damage to mus-
cle. The induction of HSPs is well established in many
organisms and some tissues, but the importance of
such proteins in the protection against exercise stress
in skeletal muscle, especially oxidative stress, is a topic
that needs further study. It was shown that sedentary
rats submitted to a bout of intense exercise have in-
creased muscular expression of HSP72 after a period of
2 h (12, 19, 25, 28), indicating that HSP72 is rapidly
synthesized in response to exercise stress. Moreover,
ischemisa-reperfusion studies in the cardiac muscle pro-
vide evidence for a direct role of HSP72 in the preven-
tion of oxidative-stress damage in this tissue (16, 20,
33).

Increased energy demand during physical exercise
induces & multifold increase in oxygen supply to active
tissues (26). This results in an increased production of
reactive oxygen species (ROS), mainly due to elevated
rates of mitochondrial respiration and increased xan-
thine oxidase activity (27). When ROS production over-
comes the eapacity of the antioxidant defense system,
an ogidative stress occurs and many cellular constitu-
ents, such as lipids, proteins, and DNA, may suifer
oxidation due to ROS attack, deeply compromising
cellular functions. There is a large variety of biochem-
ical parameters affected by an increased level of ROS.
It includes the oxidation of one or more proteins of the
excitation-contraction-coupled process (5) and the pro-
duction of protein reactive carbonyl derivatives, lead-
ing to loss of catalytic activity and increased suscepti-
bility to proteolytic degradation, as already described
under different pathophysiological conditions (24).
Moreover, free radical formation and lipid peroxidaton
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observed after a bout of exhaustive exercise performed
by sedentary or trained rats led to the proposition of a
cause-and-effect relationship between oxidative stress
and muscle fatigue (7, 27, 35). The occurrence of fa-
tigue, however, seems to be dependent on the exercise
conditions (e.g., intensity, type, duration) used in dif-
ferent studies (26).

A fundamental change in skeletal muscle in re-
sponse to endurance training is the up adaptation in
the antioxidant and oxidative enzyine activities (6, 23,
26, 34, 35). These and other adaptations seem to min-
imize disruption of homeostasis during an ezercise
bout, permitting the performance of physical work for a
longer duration before fatigue (4). Thus increased ac-
tivity of antioxidant defense system during physical
work eould contribute to a delay in the time required
for the oxidative process to impair cell functions. The
potential of ROS to damage intracellular proteins dur-
ing subsequent bouts of muscle contractions led to the
hypothesis that the preexisting antioxidant pathways
may be complemented by the synthesis of another
defense mechanism represented by HSPs (8).

To test this hypothesis, we analyzed the expression
of HSP72, the activity of enzymes from the oxidative
and antioxidant defense systems in the soleus muscle,
and the plasma reactive carbonyl derivatives of seden-
tary rats and rats trained for 8 wk by two different
protocols: continuous (CT; moderate intensity) and in-
termittent {IT; high intensity). The same parameters
were also investigated after submithing all groups to a
bout of exercise that led the control group of animals to
exhaustion. Qur objective was to investigate a possible
relationship among HSP72 expression, biomarkers of
oxidative stress, and the adaptation of the soleus mus-
cle to training.

MATERIAL AND METHODS

Animals. The experiments were performed using 2-mo-old
male Wistar rats. They were maintained on an inverted 12-h
light-dark cycle at 22°C with food and water ad libitum.

Exercise training protocol. Thirty rats that showed willing-
niess to run on a motorized treadmill were randomly assigned
to a sedentary contrel group (Sed) or to one of two exercise
training groups (10 animals in each group}. IT or CT exercise
training protocols were used as cutlined in Table 1. Forty-
eight hours after the end of the 8-wk training period, five rats
from each of the three groups were also submitted to 82 min
of exercise (BX), as described in Table 2, 82 min being the
maximum time that the Sed rats could run before exhaus-
tion, when they refused to continue running.

HSPT2 AND ANTIOXIDANT ENZYMES

Table 2. Protocol of 82 min acute exercise

Time, min Speed, m/min
-5 0

610 15

1i-25 20

2627 O{pause)
28-32 10

33-37 15

38-52 20

5362 25

6382 30

Grade was slways —3°.

Muscle samples. The soleus muscles were removed either
48 h after the end of the training protocol {5 animalsijor 2 h
after running in the case of the rats submitted to the EX
protocol {5 animals), enabling comparison of a resting situa-
tion (48 h after exercise) with an intense exercise situation
under which HSP72 accumulation occurs 2 h after exercise
(12, 19, 25, 28). Animals were anesthetized with an intra-
peritoneal injection of chioral hydrate 10% (wt/vol), 0.3 ml for
sach 100 g of body weight, and right and left soleus muscles
were carefully dissected and immediately frozen in liguid
nitrogen and maintained at —70°C uniil further analysis.
The left muscles were used for the biochemical assays, and
the right muscles were used for HSP72 analysis.

Enzyme assays. All tissue samples were homogenized in a
solution of (in mM) 440 cold sucrose, 50 MOFS, 0.01 phenyl-
methylsulfonyl fluoride (PMSF), and 100 EDTA (pH 7.2).
Homogenization was performed using a polytron homoge-
nizer at its highest speed for 30 s. Homogenates were then
centrifuged (4°C) for 20 min at 40,000 g (38). The superna-
tant was decanted and assayed for citrate synthase (CS; EC
4.1.37), glutathione reductase (GR; EC 1.6.4.2), and catalase
(CAT; EC 1.11.1.6) activities as biomarkers of oxidative me-
tabolism and antioxidant system, respectively. We choose
these antioxidant enzymes because the methoeds to measure
CAT and GR activities are less sengitive to small variations
in reagent concentrations; in these assays, they are not rate
limiting (3). All enzyme assays were performed in triplicate
according to the following methods.

CS activity was measured in a medium containing 0.1 mM
DTNEB and 0.3 mM acetyl CoA by monitoring the decrease in
absorbance at 412 nm for 3 min after the addition of 0.5 mM
oxaloacetic acid (30). The soleus CS activity was expressed as
international units per milligram wet tissue. GR activity was
measured in a 0.2 M phosphate buffer (pH 7.0) containing 2
mM EDTA, 0.1 mM NADPH, and 0.75 mM DTNB. Glutathi-
one disulfide (1 M) was added into the cuvetie to stari the
reaction, and the absorbance was followed at 412 nm for 3
min {(29). The soleus GR activity was expressed as interna-
tional units per milligram wet tissue. CAT activity was

Table 1. Treadmill training protocols
_ Contiruous Intermittent
Training Protocol
‘Week of Traintng Speed, m/min Duration, min Speed, m/min Duration, min Pause, min Number of Tuns
1 15 20 20 45 2 4
2 20 30 30 4 X2.5 1 4
3 22,5 45 32,5 2.5 1 6
4 25 60 3B 2,5 1 [+
58 25 &0 35 2,5 1 &

Animals trained 5 daysiwk. Grade was always —3°
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measured in 50 mM phosphate buffer (pH 7.0} by monitoring
the decrease in absorbance at 240 nm for 30 s after the
addition of 10 mM hydrogen peroxide. One unit of catalase
activity is the amount of enzyme present that decomposes 1
#M H.Oy/min at 25°C (1)

Plasma samples. The blood samples (5 ml) were collected
through hepatic vein using heparinized syringes. Plasraa was
separated from blood cells by centrifugation at 1,000 g for 10
min, tranferred to a fresh tube, and stored at ~80°C until
analysis.

Flasma reactive carbonyl derivatives. The plasma reactive
earbonyl derivatives were determined by carbonyl reagent
2 4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), using the spectrophoto-
metric method (10). Plasma (200 ul) was mived with 1 ml
H,0 and 2 ml 20% TCA and centrifuged at 3,000 g for 10 min.
The peliet was resuspended in 1 mi of 10 mM DNPH and
incubated for 60 min at 37°C. For control, 1 ml of 1 M HCl
was used instead of DNPH. Subsequently, 1 ml of 20% TCA
was added, and the sample was centrifuged at 1,000 g for 10
min. The pellet was washed with 1:1 ethanol-ethyl acetate
solution and centrifuged at 1,000 g for 10 min. The pellet was
mixed with 1 ml of 6 M guanidine (diluted in 20 mM H,PQ,,
pH 2.3). Finally, the sample was incubated for 40 min at
37°C. The absorbance was measured at 380 nrn. The analyses
were done in triplicate, and the mean was used for statistical
analysis.

HSP72 analysis. The whole right muscle was carefully
minced and homogenized at 4°C in three volumes (wt/vol) of
a buffer (pH 7.2} containing (in mM) 300 NaCl, 100 KH,PO,,
50 K,HPO,, 10 EDTA, and 2 PMSF. The homogenate was
sonicated in an ice bath for 5 min and then centrifuged at 500
g for 5 min. The supernatant was diluted 1:1in sample buffer
{pH 6.8} containing 180 mM Tris-HCL, 30% glycerol, 6.9%
SDS, and 200 mM dithiothreitol. These samples were stored
at —20°C unti} 8DS-PAGE separation using 11% acrylamide
gels, in which 80 pg of total muscle protein was loaded. The
pels were used either for total protein staining using Coo-
massie blue or for electrotransfer of proteins to polyvinyh-
dene difiuoride (PVDF)} membranes {Waters) using a TE
minigel transfer system (Amersham Pharmacia, Uppsala,
Sweden). After protein transfer, PVDF membranes were
blocked with 5% nonfat dried milk powder in Tris-buffered
saline (TBS; 150 mM NaCl and 20 mM Tris-HCl, pH 7.5) for

1 k. Blots were washed for 1 min in TBS + 0.05% Tween 20
{TBST) and incubated overnight at 4°C with a monoclonal
antibody specific for HSP72 (SPA-810, StressGen, Canada)
diluted 1:1,000 with TBST. The membranes were then
washed three times (10 min each) with TBST and incubated
for 1 h with the secondary antibody {(goat anti-mouse IgG
conjugated to alkaline phosphatase; Promega) diluted
1:2.000 in TBST. Blots were washed three times {10 min
each) in TBST and developed by immersion In a buffer (100
mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, and 5 mM MgCl,, pH 9.8)
containing commercially specified amounts of p-nitro blue
tetrazolium and 5-brorno-4-chloro-3-indolyl phosphate (both
from Promega). Quantification of bands from blots was per-
formed by scanping with a Sharp scanner and using the
computer program ImageMaster 1D Elite (Amersham Phar-
macia). Linearity was analyzed by standard curves.

Statistical analysis. The data are expressed as means +
SE (indicated by vertical bars in the figures). Each group was
composed of five animals. The program “Statistics for Win-
dows™ version 4.3 (Statsoft, 1993) was used for statistical
analysis using P < 0.01 and P < 0.05 ag the confidence limit.

Ris41

RESULTS

The effect of different training protocols and a bout of
exhaustive exercise on oxidative metabolism. Figure 1
shows the soleus CS activity of the three groups (Sed,
CT, and IT) measured at the end of the 8-wk training
period. The activities were determined either at rest
{48 b after the last exercise of the fraining protocol in
the case of the trained rats) or 2 b after EX. We can
observe that the different training protocols resulted in
different degrees of increased oxidative capacity. The
IT group showed significantly higher C8 activity com-
pared with the CT group. Compared with the Sed
group, muscle C8 activity was 3.75-fold higher for the
CT and 5.5-fold higher for the IT group. The data alsc
show that, compared with the respective resting value,
no significant variation on CS activity occurred after
EX for all groups examined.

The effect of different training protocols and a bout of
exhaustive exercise on biomarkers of oxidative stress.
Figure 2 shows plasma reactive carbonyl derivatives
{RCD) as a biomarker of protein oxidative attack (Fig.
2A} and the activities of soleus enzymes GR and CAT
as biomarkers of an antioxidant system (Fig. 2, B and
) measured under the same experimental conditions
described for the CS activity. We can observe that,
after 8 wk of training, a significant increase in plasma
RCD occurred only in the IT group compared with
control group (Fig, 24}, On the other hand, the activi-
ties of the antioxidant system were significantly
greater in both trained groups (Fig. 2, B and ), al-
though a significantly higher increase was found in CT
compared with either IT (1.6-fold for GR and 1.5-fold
for CAT) or control groups (3.3-fold for GR and 5.2-fold
for CAT). We can also observe that 2 h after EX, only in
the Sed group, the activities of the antioxidant en-
zymes GR and CAT significantly decreased compared
with the resting values. For both trained groups, there
was no significant decrease in the activities of GR or
CAT.

Figure 3 shows the 48-h kinetics of plasma RCD in
Sed group after EX. We can observe 4 peak after 6 h
that could reflect the ROS-induced damage in the tis-
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Fig. 1. Soleus citrate synthase (CS) activity (TU/mg wet tissue) of the
3 groups at rest and after 82 min acute exercise. SED, sedentary
rats; CT, continuous trained rats; IT, intermitient trained rats; ex,
2 h after acute exercise. Data are means = SD {(r = 5). *P < 0.01
compared with SED group. #£ < 6.01 compared with CT group.
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sue proteins. When the peak concentrations of plasma
RCD in the Sed group at rest and after exhaustion are
compared, a significant increase is observed. Taken
together, these findings are consistent with an increase
in oxidative stress level under exhaustive conditions
for the control group.

The effect of different training protocols and a bout of
evhaustive exercise on soleus HSP72 expression. Figure
4 shows representative Western blot detections of
HSP72 in soleus muscle of rats from the three groups
at rest and 2 h after EX. Densitometric data (Fig. 5)
from Western blot analysis indicate a significant in-
erease in HSP72 content after exercise only in the Sed
group. In this case, the content of HSP72 was ~97%
higher after exhaustion than at rest. No significant
inerease was noticed in trained rats independently of
the training protocol. Moreover, when comparing
HSP72 rest levels of untrained and trained rats, no
significant difference was observed.
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DISCUSSION

HSP72 as complementary protection ageinst exercise-
induced oxidative stress. According to the model pro-
posed by Essig and Nosek (), the higher the activity of
the preexisting antiozidant enzymes, the more efficient
the inhibition of ROS attack on proteins, thus requir-
ing less synthesis of HSP72. In agreement with this
proposal, we have shown in sedentary rats exercised to
exhaustion a significant increase in HSP72 levels par-
allel {0 a decrease in the antioxidant enzymes’ activi-
ties. A study from Ji (14) analyzing the activities of
muscle antioxidant enzymes of sedentary rats after
exhaustive exercise did pot defect any decrease in such
activities, differing from our results. This could be
explained by the different time used fo collect the
samples. In the present work, the muscles were taken
for analysis 2 h after the end of exercise, whereas in the
work by Ji, the muscles were taken immediately after
the exercise. This difference in the time of muscle
collection could reflect the kinetics of protein ROS

Fig. 4. Representative detection of heat shock protein 72 (HSP72) by
Western blot. Total solens muscle proteins (80 pg) from SED, CT,
and IT rats at rest and after ex (n = 5} were separated by SDS-
PAGE, and the paré of the gel corresponding to the region between 40
and 90 kDa was transfered to polyvinylidene diffuoride (PVDI)
membrane for detection of HSP72 using monoclonal antibody as
described in MATERIAL AND METHODS.
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The cellular signals that regulate gene expression for
individual antioxidant enzymes are still unclear, but
there is the proposition that an increased rate of free
radical formation may act as potential stimulus for the
upregulation of antioxidant enzyme activity in muscle
(14, 6). Our results indicate, however, that there is a
limit of ROS production able to increase the activities
of both enzymes analyzed. It seems that if the radical
production was too high, the antiozidant enzyme itself
could be oxidatively attacked. This could explain the
lower increase in the activity of antioxidant enzymes
and the higher plasma carbonyl derivative concentra-
tion observed at the end of training in the IT compared
with CT group, as shown in Fig. 2. These results
suggest that the animals trained by the intermittent
protocol (high intensity and short duration) may be
more vulnerable to an oxidative stress situation than
the animals trained by the continuous protocol (low
intensity and longer duration). Reinforcing our data, it
was recently demonsirated that there were no alter-
ations in thisbarbituric acid reactive substances or
jevels of reactive carbonyl derivatives after continucus
swim training, reflecting a beneficial effect of exercise
(24). Conversely, CS activity upregulation seerns tc be
dependent on a higher ROS production level. In the CT
group, in which the higher antioxidant enzymatic ac-
tivities were sufficient to decrease ROS attack, the CS
activity was lower compared with the IT group.

Perspectives

This work demonstrates that HSP72 may represent
an important mechanism of protection against oxida-
tive damage of proteins caused by ROS. The involve-
ment of HSP72 {(and other HSPs) in the antioxidant
defense system is a topic still unclear and that cer-
tainly needs to be better analyzed. It is possible that
the regulation of HSP72 expression represents an im-
portant point in muscle resistance to exercise stress.

HSP72 may be an important biomarker of fatigue. In
a physiclogical view, to achieve the best condition to
compete, an athlete must be submitted to increasing
intensities of training. One of the main problems is to
detect an overtraining condition in the beginning, be-
fore the onset of tissue damage. So, it is extremely
important to find appropriate biomarkers to finalize
the installation of oxidative stress at its very begin-
ning. The biomarkers used here, as CAT and GR activ-
ities, plasma reactive carbonyl derivatives, and
HSP72, show a close correlation between exercise in-
tensity and oxidative damage. In this sense, the HSP72
detection could be a useful tool to balance the intensity
of training exercises preventing the athlete from losing
his or her performance.
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Fiz. 5. Soleus content of HEPT2, determined by Western blot, in rats
from the 3 groups at rest and after ex. Data are means = 8D (W = 5),
*P < 0.01 compared with SED group.

attack. This idea is supported by the experiment in
which it was shown that plasma RCD shows a peak of
maximum concentration § b after exhaustive exercise,
possibly reflecting tissue damage. In this situation, we
have shown an unbalance condition betwesn antioxi-
dant defense and oxidative attack, indicative of a
higher degree of oxidative stress that is parallel to an
important increase in HSP72 expression.

An interesting point explored here is that both un-
trained and irained rats were submitied to the same
bout of EX. The time of exhaustion was determined by
the untrained rats. So, the effect of training in re-
sponse to EX could be directly analyzed. After 8 wk of
training, the animals from both trained groups clearly
demonstrated higher resistance to exercise as they
were able to run for longer than the 82 min of the EX
protocol if they were allowed to. Moreover, EX did not
result in induction of HSP72 or on decreased activity of
the antioxidant enzymes in either group of trained
animals. Qur interpretation is that EX was less stress-
ful to the trained rats due to a higher activity of the
preexisting antioxidant enzymes GR and CAT in the
soleus muscle of these animals. Aithough plasma RCD
was significantly higher in the IT group at the end of
training, the HSP72 levels were not. Possibly, the
significant increase in the antioxidant enzymes’ activ-
ities compared with the contrel group could be suffi-
cient to promote the resistance to EX observed in this

oup.
gtEx%ezﬁments from other groups using rat heart rein-
force the idea of the HSP72 as a complementary pro-
tection against oxidative stress when the preexisting
antioxidant defense system cannot efficiently combat
ROS attack. Turrens et al. (33) showed that protection
from reperfusion injury by preconditioning hearts does
not involve increased antioxidant defenses. Kukreja et
al. (18) demonstrated that oxidative stress increases
HSP72 mRNA in perfused rat heart. Demirel et al. (8),
analyzing hearts from trained and untrained rats,
showed that training provides protection against myo-
cardial lipid peroxidation induced by ischemia-reperfu-
sion and that this protection was not associated with
increased antioxidant activity, but with increased lev-
els of HSP72. In heart, training does not seem to

R1543

upregulate antioxidant enzymatic activity; so, the high
HEP72 expression ohserved could represent a way of
complementing the protection against ROS damage.

In agreement with others, we have shown that the
antioxidani enzymatic activities from soleus muscle,
differently from heart, may suffer modulation by exer-
cise. It is possible that ROS attack on proteins in the
muscle of rats from the Sed group could be the signal
for HSP72 induction. The model proposed by Morimote
(21} and Voellmy (36) suggests that, under normal
conditions, HSP72 is bound to heaishock factor and, in
a proteotoxic stress condition, HEP72 binds to unfolded
proteins leaving the HSF free to trimerize, entering the
nucleus and activating HSP expression. In this sense,
our data suggest that HSP72 is part of a secondary
antioxidant defense system acting to provide fast ad-
ditional protection when the main system is also at-
tacked. Probably, due to higher levels of HSP72 in
soleus muscle, oxidized or partially denatured muscle
enzymes could be more rapidly stabilized, possibly pre-
venting loss of function. On the other hand, if the
preexisting antioxidant enzymatic system is suffi-
ciently efficient to avoid or minimize the ROS attack to
antioxidant enzymes, the HSP72 induction will not be
triggered or will be low.

Muscle odaptations fo different training protocols.
The question of whether exercise intensity and dura-
tion increase the skeletal muscle antioxidant status
still remains controversial. Whereas some authors
have shown increased antioxidant enzymatic activity,
mainly induced by high intensity endurance training,
others do not report any exercise effect on these en-
zymes (2, 17, 22). The upregulation seems to be fiber-
type specific, with highly oxidative muscles being most
responsive {17, 18, 22), Additionally, information on
the differential effects of the aerobic continuous versus
intermittent high-intensity exercise training on skele-
tal muscle antioxidant status is scanty. Thus these
ambiguous results could be related to interstudy dif-
ferences in the exercise used to frain the animals
andfor differences in the muscle fiber types studied.
This led us to compare the effects with two-experiment
protocol training in the soleus muscle of rats.

An original finding here reported is that intermitient
training resulis in a significant higher increase of the
oxidative capacity buf induces a lower increase in the
activity of the antioxidant enzymes CAT and GR com-
pared with continuous training. The data shown in Fig.
1 reflect, at the molecular level, the requirement of
relatively high amounts of intensive exercise to push
the performance capacity to its upper limit in athletic
training (15). With the use of another antioxidant en-
zyme, Criswell et al. (6) have shown that intermittent
exercise was superior to moderate continuous exercise
in upregulating muscle glutathione peroxidase and
that both resulted in a similar increase in superoxide
dismutase activity. However, in contrast to our data,
they observed almost the same increase in CS activity
in trained rats compared with control group, indepen-
dently of the training protocol used (B).
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ANEXO II

Durante o periodo de doutorado também participei de estudo in vitro em
trabalhos em colaboracao do laboratdrio com docentes do IQ da Usp-Sao

Carlos, que resultaram em dois manuscritos que ndo fazem parte da tese, mas
serfio mostradoes em Anexos II e T11.
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Abstract

Dipyridamole (DIP), a coronary vasodilator, presents coactivator activity for a number of antitumor drugs as well as
antioxidant activity in membrane systems. DIP and derivatives interact with membrane systems such as micelles,
phospholipid monolayers and vesicles. The antioxidant effect of DIP and several derivatives upon iron-induced
lipoperoxidation on mitochondria has been reported and a good correlation between the hydrophobicity and their
protective effect was found (MLF. Nepomuceno et al., Free Radic. Biol. Med., 23 (1997) 1046-1054). In the present work an
effort is made to better understand the role of DIP as inhibitor of Fe*-induced lipid peroxidation in mitochondria. At low
concentration, no significant effect on either state IV or state II respiration was found, discarding a possible direct
interaction of DIP or RA-25 with the peripheral benzodiazepine receptor. The association constants for DIP and RA-25 in
mitochondria were estimated, being 0.7 (mg/ml)~* for DIP and 0.2 (mg/ml)~* for RA-25. Oxygen consumption studies in the
presence of FeSO, showed that the antioxidant effect of DIP or RA-25 did not involved the initial step of Fe?* oxidation.
Our data strongly support the hypothesis that the antioxidant effect of both DIP and RA-25 is related to their partition in the
lipid phase of the mitochondrial membrane and not to a specific interaction with membrane proteins. This protection may be
due either to a direct inhibition of the propagation steps or a scavenger effect on the radicular species that would trigger the
peroxidative process. © 1999 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Dipyridamole; Oxidative stress; Mitochondrial membrane; Binding constant; Lipid peroxidation

1. Introduction showed an antioxidant action as superoxide and hy-

droxyl radical scavenger [3,4], and its chain-breaking

Dipyridamole (DIP) is a compound that has been activity places it as an efficient and powerful biolog-

used in coronary heart diseases for its antiplatelet ical antioxidant, as potent as vitamin E [5]. Our data

and vasodilating activities [1,2]. This drug also demonstrated that DIP was a potent antioxidant in

mitochondrial membrane mainly against Fe?t effects

and that its antioxidant action may be associated to

* Corresponding author. Fax: +55-16-273-9976; its partition in the lipid bilayer, where lipid peroxi-
E-mail: marcel@sc.usp.br dation takes place [6].

00052736/ 99/3 - see front matter © 1999 Elsevier Science BV, All rights reserved.
PII: S0005-2736(99)00038-3
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Lipid peroxidation seems to play a major role in
many pathological situations such as ischemia-reper-
fusion [7]. The alterations caused by the lipid perox-
idation may affect the mitochondrial energy trans-
duction related processes [8]. Moreover, the damage
to the membrane may aiso increase the Fe?* free
concentration {9]. The requirement for Fe?* to in-
duce lipid peroxidation in biological membranes
has long been recognized, although the mechanism
of this process, particularly the identity of the initiat-
ing species, remains controversial [10-15]. Besides
*OH produced through the Fenton reaction, as the
species responsible for the attack to the membrane
{12,14], there is also experimental evidence in the
literature that lipid peroxidation requires as inducers
both Fe** and Fe**, probably as a dioxygen—iron
complex [14-17], perferryl radical, ferryl radical
[15], or even membrane-bound Fe?* [18].

The interaction of DIP in model membrane sys-
tems has been described by Borissevitch et al. [19],
demonstrating different affinities of DIP and its de-
rivatives (RA14, RA47 and RA-25) in micelles. Ac-
cording to these studies the hydrophobicity of the
compound correlates with its location in the mem-
brane [19].

On the other hand, the binding of DIP to proteins
such as the benzodiazepine receptor of kidney mito-
chondrial membranes was also described in the liter-
ature [20]. The subunit composition of the mitochon-
drial purified benzodiazepine receptor complex
apparently includes the voltage-dependent anion
channel (VDAC), the adenine nucleotide carrier
(ADC) and another protein of 18 kDa [21]. It has
been proposed that all three proteins comprise the
activity receptor, with a high affinity for a number
of drugs leading to an increase in the state IV and a
decrease in the state III respiration rates, resulting in
a significant decrease in the respiratory control ratio
(RC) {22]. The benzodiazepine receptor is also sus-
pected to play some role during hypoosmotic stress
in astrocytes [23], and superoxide radical generation
by phagocytes was found to be markedly sensitive to
benzodiazepine receptor ligands [24]. It is possible
that these compounds would be modulating the ox-
idative response capacity of these cells [25].

The purpose of the present work is to verify
whether the DIP antioxidant action is correlated
with its partition in the mitochondrial membrane,

dependent of a specific protein binding site in the
membrane or simply due to iron chelation. O, con-
sumption of isolated mitochondria submitted or not
to Fe** in the presence or in the absence of DIP and
its derivative RA-25 (structural formulae are pre-
sented in Fig. 1) were monitored. To study their
location in the membrane we estimated the associa-
tion constant of DIP and RA-25 10 the mitochon-
drial membrane.

Our results strongly support that the partition of
DIP and RA-25 in the mitochondrial membrane ac-
cording to their Hpophilicity order is responsible for
the inhibitory effect of DIP on the lipid peroxidation
induced by Fe?*. Apparently, the binding to the mi-
tochondrial benzodiazepine receptor, in liver mito-
chondria and under our experimental conditions,
does not occur to a significant extent. Moreover, a
possible chelation of Fe** or Fe*t by DIP in our
reaction medium has been discarded, although a di-
rect scavenger effect of DIP on the radicular species
initiating the peroxidative process could also be an
explanation for our data.

2. Materials and methods
2.1. Isolation of mitochondria

Liver mitochondria were isolated from overnight
fasted adult female Wistar rats, according to the pro-
cedure described in the literature [26]. The mitochon-
drial peliet was resuspended in isosmotic buifer con-
taining 120 mM KCI and 20 mM Hepes (pH 7.2) to
give a final protein concentration of 80-100 mg, de-
termined by the biuret method modified with cholate
addition [27].

2.2. Oxygen uptake measurements

Oxygen consumption was measured using a Clark-
type electrode in a 1.8-ml glass chamber equipped
with a magnetic stirrer and without O, limitation.
2.3. Standard incubation conditions

The fluorescence experiments were performed in

basic medium containing 120 mM KCI plus 20 mM
Hepes, pH 7.2, Previous incubations were done at
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temperature of 30°C and for 50 min. Oxygen con-
sumption experiments were performed in basic me-
dium containing 125 mM saccharose, 65 mM KCi,
10 mM Hepes {pH 7.2}, 3 mM phosphate, 5 mM
succinate and 5 uM rotenone. FeSO, was added at
concentrations shown in the figure legends and ta-
bles.

2.4, Determination of association constants

Determination of association comstants of the
drugs to the mitochondrial membranes was per-
formed with titration of the drug solution at fixed
concentration with variable mitochondrial membrane
protein concentration {from 0.8 to 4.0 mg protein/
mi). Either DIP or RA-25, at a fixed concentration,
were added to the medium immediately before the
mitochondrial suspension. Samples were exposed to
a previous incubation or not, followed by a centrifu-
gation at 4000 X g for 15 min. The fluorescence emis-
sion spectra of the supernatant were measured in the
range 425-600 nm with excitation at 405 nm for DIP
and in the range 400-600 nm with excitation at 370
nm for RA-25. Data from the titrations were ana-
lyzed as double reciprocal plots of fluorescence inten-
sity change (AF) at 480 nm for DIP and 430 nm for
RA-25 and membrane concentration {determined as
mg of protein/ml) or by direct fitting of the law of
mass action, which gives AF versus membrane con-
centration as previously described [19,28-30].

2.5 DIP and RA-25 binding to mitochondria

Measurement of DIP or RA-25 binding to mito-
chondria was made by titration as described for de-
termination of the association constants. The fluores-
cence intensity of the supernatants decreased with the
increase in the membrane protein concentration. In
order to estimate the amount of drug left in the peliet
(bound to the membrane) the following procedure
was performed. The pellets were immediately placed
in liquid nitrogen [31] and then dissolved in 1 ml of
1% Triton X-100, 10% NaCl and centrifuged at
4000 % g in a Beckman microfuge for 25 min. The
fluorescence of the drug in the supernatants obtained
from this solubilization in the detergent was deter-
mined as aiready described in the previous section
for the supernatants from the initial titration. The

amount of drug in the pellet was estimated with
standard solutions of drug in the same media in
the absence of mitochondria.

2.6, Estimation of lipid peroxidation

Mitochondria (1 mg protein} were added to 1 ml
of medivm wnmediately followed by DIP or its de-
rivative RA-25 and oxidant addition at different con-
centrations as indicated in the figures, with subse-
quent incubation for 20 min. After this incubation
period, 0.1 ml of 50 uM butylhydroxytoluene was
added to prevent further lipoperoxidation, and the
samples were treated with 3 mi of 0.04 M H,SO,
and 2 ml of 0.8% thiobarbituric acid (TBA) in 0.1
M NaOH. The samples were boiled for 45 min at
100°C, and after cooling, 4.0 ml of »-butanol was
added. The mixture was thoroughly mixed and cen-
trifuged at 900X g for 10 min. The TBA-reactive
substances (TBARS) were determined in the organic
iayer with a spectrophotometer at 535 nm. The con-
tent of TBARS was calcuolated from a standard curve
of 1,1,3,3-tetraetoxypropane as described by Yagi et
al. [323.

3. Results

3.1. DIP and RA-25 do not significantly alter
mitochondrial respiration

A decrease in the respiratory control (RC) due to
an increase on state IV respiration and a decrease on
state III respiration in mitochondria incubated with
peripheric benzodiazepine receptor ligands [22], in-
cluding DIP {20,22], have previously been reported.
To verify if DIP presented an effect per se on mito-
chondrial respiration, we measured the rate of oxy-
gen consumption by mitochondria energized with
succinate during states IV and 111 and the RC was
calculated for different DIP or RA-25 concentra-
tions. The data in Table 1 show that under our ex-
perimental conditions both compounds exhibit a very
slight effect on these parameters, even when used at
low concentrations. Since higher concentrations of
RA.25 are necessary to produce its antioxidant ef-
fect, this derivative caused a higher decrease in RC as
compared to DIP,
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Fig. 1. Structural formulae of dipyridamoie and its derivative
RA-25.

3.2, DIP and RA-25 effect on oxygen consumption by
mitochondria in the presence of FeSOy

When Fe?* is added to respiring mitochondria we
observe bursts of extra oxygen consumption, sepa-
rated by an increasing lag time (A7) as shown in
Fig. 2. Unpublished results from our laboratory in-
dicate that the first burst of extra O, consumption
(V) is related with Fe** oxidation and that the per-
oxidative damage occurs during the second burst of
extra O, consumption (V2). The existence of a latent
period, At, before the lipid peroxidation induced by
iron could start was already described in the litera-

M.F. Nepomuceno et al. | Biochimica et Biophysica Acta 1418 {1999) 285-204

Table 1
Effect of DIP and RA-25 on oxygen consumption by mitochon-
dria

V_.; V:; RC= V3N4
{natom of O/min per mg protein)
[1P] 1M
& 58+4 21225 40204
2.5 59%5 207 %20 3.5:x04
56 62+6 200422 35202
7.5 6514 198418 3202
10.0 65+4 WE19 3202
50.0 101%15 250£20 24%0.2
100.0 118%18 262%21 21%02
[RA-25] M
0 5844 212425 4004
30 5+7 233423 3.0x04
100 80%3 235%22 27202
250 84+5 233%22 27£06.2
300 885 218%25 25202

Oxygen consumption was measured in the presence of DIP or
RA-25 increasing concentrations. Mitochondria were added in
the basic medium in the presence of succinate. Values are
mean + 8.D. from four experiments,

ture [15,18)] and is explained as the time needed for
the formation of the initiating species, which depends
on a critical ratio Fe?*:Fe’*, Data from Table 2
show that DIP was able to inhibit the second burst
at very low concentration, as already observed when
the peroxidation was followed through TBARS for-
mation [6], without changing V. An increase in V)
was observed only when very high DIP concentra-
tions (100 uM) and low Fe?t concentrations were
used. It is important to stress that DIP inhibits V,
even when added just before it starts (not shown).

TFable 2
Effect of DIP upon the extra oxygen consurmnption induced by Fell
[DIP] uM ¥ [Fe**] pM Vs [Fe*] uM Aty [Fe?*] UM

30 100 200 560 50 100 200 500 50 10 200 500
0 50+6 T4x8 11122 21810 37%X5 47+2 81t8 1506 6+1 7+1 9xi 1£1
2.5 602 727 1085 2196 - - - - - - -
5.0 65%5 737 110%2 219+8 - - - - - - - -
7.5 62+4 86+4 il1%2 22319 - - - - - - - —
100 647 9118 1115 25%7 - - - - - - - -
50.0 677 101+1 141 =8 228+3 - - - - - - - —
160.0 104£5 14011 165%7 240+9 - - - - - - - -

Mitochondrial suspensions (I mg/ml} were incubated in the presence of increasing DIP concentrations for 1 min before Fe?* addition.

The oxygen consumption was measured as shown in Fig. 2.
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Fig. 2. Effect of FeSO,; on mitochondrial oxygen consumption
measured with a Clark-type polarographic oxygen electrode.
Mitochondrial suspensions (1 mgfml) were incubated in basic
medivm for | min and 0.2 mM FeSOs was added. The figure
shows the extra oxygen consumption in respiring mitochondria.
The first peak (V) was attributed to Fe* oxidation and the
second one (V) to lipid peroxidation. At is the lag time be-
tween the two peaks.

This result suggests that the antioxidant effect of DIP
can not be attributed to inhibition of Fe?* oxidation
but also does not discard the possibility that it pre-
vents either the initiator formation or the initiator
attack, since DIP also eliminates Af.

Similar results were obtained with RA-25, a less
lipophilic derivative than DIP. The protective effect
against the peroxidative damage also occurred but at

Table 3

Effect of RA-25 upon the extra oxygen consumption induced by Fe2*

much lower extent and at higher concentrations than
DIP (Table 3), in agreement with our previous data

[6}.

3.3. Previous incubation of DIP with mitochondria
results in inhibition of CuQOH-induced lipid
perexidation

DIP was shown to be & powerful antioxidant when
the lipid peroxidation was induced by FeSO,
(ICso=1 uM) but was ineffective when CuOCH
was the oxidant inductor [6]. In the presemt work,
the mitochondrial suspensions were previously incu-
bated for 50 min in the presence of increasing con-
centrations of DIP before the CuOOH addition.
CuOQOH is a lipephilic compound and generates al-
coxyl radicals in the membrane when cleaved by mi-
tochondrial cytochromes [33], leading to lipid perox-
idation as other organic hydroperoxides [7]. Under
these conditions a partial inhibition (ICsy =50 uM)
can be observed as shown in Fig. 3. However this
concentration is much higher when compared to the
ICsy obtained when peroxidation was induced by
Fe?*.

3.4. Binding constants of DIP and RA-25 to
mitochondria

Titration of a 2 pM solution of DIP with variable
concentrations of mitochondria gave a series of emis-
sion spectra obtained for the supernatants after cen-
trifugation and shown in Fig. 4. 1t is seen that for
higher membrane concentrations the intensity of flu-
orescence emission decreases, consistent with more
binding of the drug to the membrane and less drug
remaining in the supernatant. These changes in emis-

[RA-25] uM ¥y [Fe?] uM Va2 [Fe?*] uM Atgip [Fe?*] pM

50 100 250 500 50 100 250 500 50 00 250 500
0 506  T4+8 11122 218110 3747 4722 80£8 14927  6x1 71 9%1 11zl
50 7112 92%13 130*12 22713 3146 343 28 832 TH1 1232 10£2  1ix]
100 79+12  105£13 14619 2412 254 29%2 48%1 T4x2  Bx1  15%2 14x2 131
250 86+13  121£13  156%15 243414 - - - - - -
500 02+7 151413 171%16 24611 - - - - -

Mitochondrial suspensions (1 mg/mi) were incubated in the presence of increasing RA~25 concentrations for 1 min before FeSO, addi-

tion. The oxygen consumption was measured as shown in Fig. 2.
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Fig. 3. DIP action upon lipid peroxidation induced by CuOOH
with or without previous incubation. Mitochondria (1 mg/mi
were incubated in basic mediuvm with increasing DIP concentra-
tion for 30 min before CnQOOH addition. When no previous in-
cubation was performed, both DIP and CuQOH were added si-
muktaneously. The first column shows the control experiment.

Il no previous incubation
1 previous incubation

sion spectra were used to estimate the association
constant of DIP to the membrane.
Considering the equilibrium:

D+MoD-M (1)

where D represents the drug and M the mitochon-
dria, the total fluorescence observed is due to the free
and bound species of D). AF represents the difference
between the fluorescence emission intensity of the
drug at a certain concentration of the mitochondria
(F) and the initial fluorescence intensity (F%), in the
absence of the mitochondrial membrane. This differ-
ence (AF) is related to the guantity of the drug asso-
ciated with the mitochondria. In order to obtain
quantitatively the association constants for the bind-
ing of DIP to mitochondria, data for titrations of the
drug with mitochondrial suspension were treated us-
ing the mass-action law and the method of the dou-
ble reciprocal plot [29,30]. This latter treatment is
based on the following equation:

1/AF = 1/AFpax + 1/AFmax*1 /K01 /[M] (2)

A plot of 1/AF as a function of 1/[]M] may be used
to find K5, the binding constant. The results obtained
for both treatments are listed on Table 4. Some typ-
ical results of these titrations are presented in Fig. 5.
In this figure the binding of DIP to mitochondria at

37°C and pH 7.0 is shown, while the insert corre-
sponds to the same data presented as a double recip-
rocal plot.

In Table 4 data for binding of DIP to phos-
pholipid vesicles of pure dipalmitoviphosphatidyl-
choline (DPPC) and dipalmitoylphosphatidylgiycerol
{DPPG)} were also included for comparison [30,34].
The data for binding of the drugs to mitochondria
are presented in {mg/ml)~! since the protein concen-
tration in mg/ml was used in the plots and in the
calculations. In order to transform these data 1o 2
molar basis and compare them to the binding to pure
lipids and micelles, the following procedure was per-
formed. For every lipid component of mitochondrial
membrane an average molecular mass was calculated
assuming a mixture of steroyl and palmitoyl alkyl
chains as well as the unsaturated oleyl, sc that for
phosphatidylcholine as an example an average mo-
lecular mass of 760 g/mol was obtained (this is the
average of dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC),
paimitoyl oleylphosphatidylcholine (POPC), distero-
vl phosphatidylcholine (DSPC) and steroyloleylcho-
line (SOPC) taken with identical proportions). After
this calculation, an average molecular mass for the

12 rr T

Intensity

Wavelength (nm)

Fig. 4. Fluorescence emission spectra of DIP in supernatants
from mitochondria at different protein concentrations. Concen-
tration of DIP 2x10~¢ M. Excitation wavelength 405 nm. Pro-
t¢in concentration in the range 0.8-4.0 mg/ml,
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Fig. 5. Fitting of fluorescence data for the binding of DIP to mitochondrial membrane using the mass-action law as the change in
emission intensity AF versus mitochondrial suspensions protein concentrations. Concentration of DIP 23X 1075 M. Protein concentra-
tions the same as in Fig. 4. Excitation at 405 nm and emission at 480 nm. Inset corresponds to the double reciprocal plot for the

same data.

lipids in the outer membrane was obtained using the
known composition and the percentage of lipids rel-
ative to proteins [35].

For the outer membrane the total composition is
52% protein and 48% lipid. So, for 1 mg/mi of total
protein in the sample 0.48/0.52=0.92 mg/ml is lipid.
Qur calculation gave an average lipid molecular mass
of 756 g/mol for the outer and 861 g/mol for the
inner membrane. Assuming that the binding of DIP
takes place at the outer membrane, | mg/ml of pro-
tein corresponds to 1.22 mM of lipid and this can be
used to transform the estimated binding constant to
the outer membrane from 0.5 (mg/mi)™! to 410 ML,
Since in the inner mitochondrial membrane the pro-
portions of protein and lipid are quite different, 75%
and 25%, respectively, the binding of the drug to the
inner metmbrane even to a small extent would lead to
a considerable increase of the molar binding constant
to lipids. It is interesting that the binding constants
to mitochondrial membranes estimated above (Table
4) are smaller as compared to pure phospholipids
and micelles {19,28,30,34]. In the case of RA-25 it

18 =4 ud
141 i

12 e

Wavelength {nm)

Fig. 6. Fluorescence emission spectra of DIP in pellets from the
same preparations treated with detergent as described in Section
2. Concentration of DIP 2x107¢ M. Excitation wavelength 405
nm. Protein concentratior in the range 0.8-4.0 mg/ml.
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Table 4

DIP and RA-25 binding constants in mitochondrial membranes and phospholipid vesicles

pH Temp. {°C) K (M7 K (1073 M) Ky (M)
DIP
DPPC 7 30 633122 1.5220.08 658 35
50 1149+ 16 0.854£0.02 1176£28
DPPG 7 30 727 £81 1.39+0.09 719146
50 1500 % 60 0.70£0.02 1428 + 4
MITO® 72 37 0.54 1 0.04 (443 +33)
MITO? 12 37 042:+0.04 (344 £33)
MITO® 72 37 Q7201 (574482
MITO 72 37 6.58 £0.05 (475241}
RA 25
DPPC 7 50 29570 43%1.1 232459
MITO® 72 37 8255007 (20557 -

Binding constants of dipyridamole (DIP} and RA-25 to phospholipids (from {36,34]) calculated by the method of the “double recipro-
cal and by ®the mass-action law. In mitochondria the concentrations of DIP are *42 uM, 95 2M and Sthat of RA-25 is 2 M. Data
were obtained fwithout incubation and *with 30 min incubation. Binding constants to mitochondria are in (mg/ml)~! based on total
protein concentration. Vaiues in parentheses correspond fo data in M~ calculated as described in the text. X, is a dissociation con-

stant and K an association constant for DPPC and DPPG [34].

is also seen that the binding constant is reduced by a
factor of two as compared to DIP while the concen-
tration to achieve 50% inhibition of lipid peroxida-
tion is two orders of magnitude different, higher for
the more polar derivative RA-25. Our data also show
that, when the mitochondrial suspensions were pre-
incubated with DIP, the binding constant increased
and saturation occurred at lower membrane concen-
trations. In fact, these results showed that DIP per-
meates the membrane and this process is time de-
pendent.

All of the above results show the binding as the

%0IP peitet

05 10 15 29 25 a0
[Prebeing mpeori.

Fig. 7. Fitting of fluorescence data for the binding of DIP to
mitochondrial membrane obtained from measwrement of fluo-
rescence spectra of pellet treated with detergent as described in
Section 2. Same data as in Fig. 6.

decrease of drug concentration in the supernatant. In
order to assess the amount of drug bound to the
membrane in a more direct way, the same pellet of
the samples used to measure the emission in the
supernatants were dissolved in Triton X-100 deter-
gent in the presence of NaCl, centrifuged, and the
new supernatants were e¢xamined for their fluores-
cence emission. The obtained emission spectra are
presented in Fig. 6, and show the increase in fluores-
cence with the increase in membrane protein concen-
tration. In Fig. 7 a plot of the fraction of DIP in the
pellet as a function of membrane protein concentra-
tion is presented. This plot was fitted by the mass-
action law, resulting in an association constant of
0.8+0.1 (mg/ml)! and maximum saturation at
47% of DIP. This means that at 2 micromolar DIP
and an excess of mitochondria, around 47% of the
drug is bound. The value of binding constant is quite
close to the value obtained from the change of fluo-
rescence of the supernatants after incubation of the
drug (Table 4).

4. Discussion
DIP is a potent antioxidant against the Fe?*-in-

duced lipid peroxidation in mitochondria {6} and this
effect seems to be related to its high hydrophobicity,
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since less hydrophobic derivatives [19,30] are also less
effective in the protection against this peroxidation in
mitochondria [6]. However, it has also been reported
that DIP can bind to the peripheral benzodiazepine
receptor located at the mitochondria outer mem-
brane {20,22], although its affinity for the benzodia-
zepine receptor was found to be five times lower
(ICs; 170 nM) than those reported for other benzo-
diazepine receptor ligands such as Rp5-4864 and PK
11195 [22}. The mitochondsial respiratory control is
decreased due to this binding since DIP changes both
rates of oxygen consumption, increasing state IV and
decreasing state III respiration [22]. However, these
data refer to experiments performed with isolated rat
kidney mitochondria, which contain significantly
higher amounts of benzodiazepine receptors as com-
pared to liver [36]. Under our experimental condi-
tions, working with liver mitochondria, to observe
such alterations much higher concentrations of
both DIP and RA-25 were necessary. The data pre-
sented in Table 1 show that aithough DIP per se
presents a small effect on the respiratory chain even
at low concentrations, a significant decrease in RC
values occurs only at DIP or RA-25 concentrations
much higher than those required for the inhibition of
lipid peroxidation (ICs0=1 pM for DIP protection
[6D. The decrease in RC values at concentrations
above 10 uM could be due to cytotoxic effects result-
ing from the high drug concentration. The concen-
trations of DIP and RA-25 required to cause 50%
inhibition of iron-induced lipid peroxidation differ by
two orders of magnitude, being 1 pM and 100 pM,
respectively [6]. These results are corroborated by the
data shown in Table 2, where 2.5 uM DIP com-
pletely abolishes the second peak of extra oxygen
consumption (v2), attributed to the peroxidative
process, whereas an RA-23 concentration 100 times
higher is needed to observe the same effect (Table 3).
The binding constants (K;) of both compounds, DIP
and RA-25, to the mitochondrial membrane were
calculated (Table 4}, A two- to threefold difference
in K, values was obtained, certainly related to the
higher hydrophobicity of DIP as compared to RA-25
[19,30]. Interestingly, the binding constants of DIP
and RA-25 measured from the fluorescence spectra
in the membrane pellet are 0.8 +0.1 and 0.17+0.03
(mgfmly~!, which correspond to a ratio similar to
that obtained in DPPC vesicles and equal to 4. How-

ever, this ratio is much smaller than the observed
ICso ratio [6] and canmot explain by itself the two
orders of magnitude difference in antioxidant activ-
ity.

The results showing that DIP is able to permeate
the membrane in a time dependent way with only a
partial inhibitory effect against CuQOH-induced lip-
id peroxidation indicate that the binding to the mem-
brane is not sufficient either to avoid the radical spe-
cies formation by CuOOH or the propagation of this
prOCESS.

One general observation on iron-induced peroxida-
tion is the existence of a latent period (Af) until the
peroxidation reaction effectively starts. This lag time
was explained as the period necessary for the radical
initiator formation prior to the membrane attack
[18]. Recently it was shown that the removal of either
Fe* or Fe’* by adding a free iron chelator at the
end of the lag time resulted in inhibition of the lLipid
peroxidation, supporting the hypothesis that an
Fe?*—Fe’* complex is responsible for the iron-initi-
ated lipid peroxidation [9,37). Indeed, our results also
have shown the effectiveness of DIP, since independ-
ently of its addition during the observed At or just
before it, and even after the beginning of Vs, it was
able to inhibit the peroxidation process. So it is more
likely that DIP prevents both the radical formation
and the propagation reaction.

The lack of effect of low concentrations of DIP on
the first peak of extra oxygen consumption (V) was
a first indication that there was no direct interaction
of DIP with Fe?+. Since DIP is a highly fluorescent
compound, its complexation with iron would result
in quenching of the fluorescence due to either heavy
metal or paramagpetic quenching. The possibility of
a direct interaction between DIP and Fe?* or Fe3+
was investigated through the monitoring of the fluo-
rescence quenching by iron of a solution of DIP in
the reaction medium in the absence of mitochondria.
The direct experiment with ferrous sulfate quenching
was not quantitative due to the rapid oxidation of
iron (Fe** to Fe**), which leads to a strong time-
dependent optical absorption of the solution prevent-
ing the analysis. Besides the iron oxidation, the solu-
tion becomes turbid, probably, due to precipitation
of iron hydroxide. We therefore made a control ex-
periment by incubating the solution of DIP with
FeSOy and FeCl; for 3 h followed by centrifugation.

81



204 M.F. Nepomuceno et al. | Biochimica et Biophysica Acta 1418 (1999} 285-294

All of the DIP initially present in the solution re-
mained in the supernatant as judged by both optical
absorbance and fluorescence of the drug. This is aiso
an indication against the possibility of direct compilex
formation of DIP with either Fe?* or Fe*, excluding
a chelation effect.

Although this complex mechanism has not been
fully elucidated, our data indicate that binding to
the peripheral benzodiazepine receptor is not likely
to be important at the low concentrations under
which DIP completely inhibits the peroxidative proc-
ess. The partition of the drugs into the mitochondrial
membrane gave a better explanation to the effects of
DIP on the propagation reactions of the lipid perox-
idation induced by Fe?*. Moreover, the results pre-
sented in this work also confirm the radical scavenger
ability of DIP on Fe?*-induced lipid peroxidation in
isolated ruitochondria. It is possible that simplifying
the systern, using mitoplasts instead of mitochondria,
will allow further experimental evidence to be ob-
tained, giving a more detailed understanding of the
mechanisms involved in the protection of peroxida-
tion by DIP. Such experiments are under way in our
laboratory.
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Abstract

The reaction of wranms-[Ru(NH, )} P(OEt),NOP” and mitochondria was imvestigated through differential pulse polarograpby and
Suorimetry. The nitrosyl complex undergoes one-clectron reduction centered on the NO ligand site. The reaction between the
imitochondrial reductor and frans-[Ru(NH, ),P(OEt);NOT’ ™ exhibits a second order specific rate constant calculated as k=2x10* M™!
s~*. The reduced species, trans-[TRu(NH,) ,P(OEt),NOT**, quickly releases NO, yielding trans-[Ru(NH,) ,P(OEt),H,0]*". The low
toxicities of both #ans-[Ru(NH,),P(OEL),(NO)*" and trans-[Ru(NH, ),P(OEt),H,OF"" and its ability to release NO after reductive
activation in a biological medium make the nitrosyl compound a useful model of a hypotensive drug.  © 2002 Elsevier Science Inc. All

rights reserved.

Keywords: Nitosyl; Mitochondria; NADH; Ruthenium cormplexes

1. Introduction

As metal ions are involved not only in the biclogical
production of NO [i-3], but also are found as part of the
receptor sites for this molecule on a wide variety of
physiological processes [4,5], it is important to understand
the chemistry of NO when coordinated to metal ions.
Moreover, since metallonitrosyl compounds, such as nitro-
prusside [6], are used as pharmaceuticals to regulate
physiological processes through the controtled release of
NO, ways of modulating the release of this molecule must
be developed [7-11].

Hypoxia is an important condition to be taken wmto
account in different clinical situations such as fissue injury
and cancer treatment. For instance, solid tumors contain a
population of cells which are distant from the blood
supply, and thus are under low oxygen concentrations, i.e.
hypoxia. This low oxygen environment renders these cells
resistant to both radio- and chemotherapy [12]. These cells
are thus the stem cell population which can give rise to
turmor reoccurrence after treatment. Since hypoxia creates a

*Corresponding author. TFel: +55-21-1627.39976; fax: +55-21-1627-
39976. )
E-mail address: douglas@igsc.se.usp.br (DW. Franco).

reducing cellular environment, sirategies using bio-reduc-
tive agents have been investigated to target these cell
populations {13]. Using electron transfer from components
of the mitochondria, these agents are activated only under
low oxygen environment. Recent studies have shown that
release of NO can dramatically enhance the effectiveness
of both radio- and chemotherapy in hypoxic cells [14]. In
our laboratory we are exploring the reductive chemical
release of NO from ruthenium complexes as potential
bio-reductive NO releasing agents specifically targeted to
hypoxic tissues.

Ruthenium(Il) ammine complexes are generally stable
and provide a good model for the systematic study of
various dissociation pathways {[15-17]. The primary
coordination sphere of ruthenium ammine complexes
typically remains intact after the oxidation of Ru(Il) to
Ru(llI) [15-18]. The trans-[Ru(NH,),LNO]"" system
was chosen for investigation due to the ammonia ligands
substitution inertness, and the fact that chemical properties
of the coordinated NO can be modulated by judicious
choice of L [19-~21]. In ruthenium(Il) chemistry, tertiary
phosphorus ligands such as P(OEt), used here are known
to be very effective in labilizing frans ligands and in
stabilizing low oxidation states of the metal [17,18,22].

The reduction product of trans-[Ru(N-

0162-0134/02/% — see front matter © 2002 Elsevier Science fnc. All rights reserved.
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H,),P(OEL),NO} ™ complex ion has been shown to have
one of the highest known specific rate constants for release
of NO vet measured (k_yo=0.97 7', at 25 °C) [23], and
presents a strong facilitating effect on the population spike
in hippocampal slices from C57BL/6J+ mice [24]. Fur-
thermore, this compound and its cormesponding aqua
species, frans-{Ru(NH,),P(OED),(H, 00", show very
low toxicities on IC,, tests [25] and exhibit hydrophobic
solubility properties [17] due to the P(OEL), ligand. The
(E. 2 no+moe Of the title compound is —0.11 V versus
saturated calomel electrode (SCE) [23], thus it is plausible
that it could be reduced by nanwal biological reductors
[26]. Considering the redox potential range of the com-
ponents of the respiraiory chain in the mitochondrial
system {26,271, we suggest here the use of mitochondria as
a biological probe for the reduction of trans-[Ru(N-
H,),P(OEL),(NOY ™.

Here we report the reduction of frams-[Ru(N-
H,),P(OEt),(NO))° " by mitochondria with a consequent
nitric oxide release due to the phosphite rrans-effect and
trans-mfluence.

2. Experimental
2.1. Chemicais and reagents

The chemicals (high purity) were used as supplied. All
solvents were purified following known procedures [28)
and doubly distilled water was used throughout. Al
preparations and measurements were carried out under an
argon atmosphere, using well-known techniques for hand-
ling air-sensitive compounds [29]. Ionic strength was
adjusted with KC! or CF,COONa. The rrans-[Ru(N-
H,),P(OE),(NO)I(PF;); was prepared as previously de-
scribed [23].

Liver mitochondria were isolated as described [30] from
overnight fasted Wistar rats weighing ~200 g. The re-
sulting mitochondrial pellet was resuspended in an iso-
smotic medium containing 130 mM KCl and 20 mM
HEPES buffer (pH 7.2) to give 2 final protein concen-
tration of 80—100 mg mi™’, as measured by the biuret
method modified by the addition of cholate {31} and using
serum albumin as standard.

These isolated mitochondria (1.0 mg mi™") in the
presence of either malate (2 mM) or succinate (2 mM)
combined with rotenone (4 uM) were used as the NADH
source [32]. the presumed reductant. Since rotenone at this
concentration is known to completely inhibit the mito-
chondrial electron transport at the complex I teaction
chain, its presence in the reaction medium ensures that all
mitochondrial pyridine nucleotide content is in the reduced
form, NADH [32-37]. According to electrochemical and
spectrophotometric measurements, rotenone, malate or
succinate, alone or combined, do not react with trans-
[Ru(NH,),P(OEt),NOJ’" in the same experimental con-

ditions. Fluorimetric measurements clearly indicate that
NADH is quite stable (for more than 10 min) in presence
of rotenone, malate and/or succinate.

The reaction between trans-[Ru(N-
H,),P(OE),(H,00]*" ion and NO in aqueous solution has
been studied under pseudo first order conditions {excess of
NOj} following the abscrbance changes of the aqua com-
plex at A=316 nm, €=65x10° M~ cm™' [18]. The
observed rate constants were determined from siopes of
plots in(4;— 4,) versus time (A4, initial absorbance value;
A,, absorbance at each tire). These plots are linear for at
ieast three halftlives. The second order specific rate
constants were calculated by dividing %, by the NO
concentration. Oxygen free, saturated NO solution was
prepared and standardized according to the literature
method [4,5].

The frans-[Ru(NH,),P(OEt).{NO)*" ions reduction
was observed by following the changes in the differential
pulse polarogram (C,,=0.50 mM, Hepes/KCl pH 7.2,
£=100 mM, T=25 °C). NADH deactivation through
hydrolysis (k=8.6X107° s7%) [32] is negligible on the
time scale of the differential puise polarographic (DDP)
experiments. The electrochemical measprements were car-
ried out vsing an EG&G Princeton Applied Research
(PAR) Model 264 A, and a three electrode electrochemical
cell: glassy-carbon, platinum and saturated calomel (SCE)
electrodes were used respectively as working, auxiliary
and reference electrodes.

The NADH oxidation in the intact and homogenized
mitochondria was observed using time resolved fluores-
cence [32] with Ay, 1000, =366 DI and A_ . ;.. =450 pm
(Cr,=3.0 mM, Hepes/KCl pH 7.2, p= 100 mM, T=25
°C). The decrease in fluorescence of the respiring mito-
chondria suspension (1.0 mg mi™') after mixing was
measured using an SIM-Amince SPF-500 spectrofi-
uorometer.

Kinetic reactions were run under pseudo first order
conditions (excess of the ruthenium nitrosyl complex).
These reactions were monitored by following the NADH
fluorescence decrease at A, =450 nm. The observed
rate constants, k., were determined by the slopes of the
plots of fluorescence intensity versus time. These plots are
linear for at least three half-lives. Second order specific rate
constants were obtained from plots of &£, versus con-

obs

centrationofthefrans-[Ru(NH, ) ,P(OEt),NO]** species.

3. Results and discussion

Only one redox process is observed in the voltammetric
experiments of solutions containing the #ans-[Ru(N-
H,),P(OEt),NO}I’" ion in the —0.45 V to +1.2 V range
[23]. According to lterature data [20-22], for relaied
ruthenivm{Il) tetrammine nitrosyl complexes, the reduc-
tion at E,,,=—0.11 V is in general localized on the NO
ligand than on Ru(ll) [19-21,23,38].
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After onme electron reduction of the #ans-{Ru(N-
H,),P(OEL),(NO)}* ™ ion complex, it quickly releases the
NO ligand (k=097 s~*, AH* =1.0X 10" KI/mol, AS* =
90 J/mol K) [23] according to

trans-[Ru"(NH, ), PCOED,(NO")P*™ + e~
% rans-[Ru"'(NHL ), P(OEf), (NO°)** 1

frans-[Ru"(NH, ), P(OED;(NC")]** + H,0

kon )
k;:‘:)trans-{Ru“(NH3)4P{OEt)3(HZO)}2"” +NO (2
+NO

The  presence  of  resulting  frans-[Ru’(N-
H,),P(OEL),(H,0)1°" aqua product was confirmed by its
UV-vis spectrum (A =316 nm; €=6.5x10° M~ ¢m™ ') as
well as by cyclic voltamogram (£, """ =0.46 V vs. SCE)

17,18].

: The] second order specific rate comstant (k). was
estimated by us as 30 M™' s™' at 25 °C through spectro-
photometric measurements. Thus, the value of 30 M ™',
calculated from the 1atio &, o/ /k_yg. could be considered
as an upper limit for the NO affinity for the trans-
[Ru(NH,),P(OEt), (H,0)]"™.

As pointed out before, the voltammogram of a solution
containing the frans-[Ru(NH;), P(OEL),(NO)** ion shows
one cathodic wave, at £ = —0.11 V [23], attributed to
the redox couple frans-[Ru(NH,),P(OEL),(NO)*+/?*,
When a mitochondrial suspension was added to a solution
containing the trans-[Ru(NH, )}, P(OEL),(NO)]** complex
ion, this peak disappeared completely (Fig. 1).

Since, the trans-[Ru(NH,),P(OEt),(NO)I** is a coor-
dinatively satarated species, and on the time scale of these
experiments does not undergo any substitution reaction
[23], the observation above suggests the nitrosyl complex

0fRo
oms |
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o4
omzr
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0,006
3
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Potential (V¥ vs SCE)

Fig. |. Differential puise polarograms for frans-{Ru(NH,),P(OEt
),NOIPE,),, #=01 M, T=25 °C, scan mte=10 sV s~ (1) 5 mM
trans-[Ru(NH, ), OEt),NOKFF,) in Hepes/KCl medium, pH 7.2; (2)
afier the addition of mitochondria (1 mg ml ™) in the presence of 2 mM
malate and 4 uM rotenone; {3) afier the addition of mitochondria (1 mg
mi™") energized by 2 mM succinate in the presence of 4 WM rotenone.

1(md)

was fully reduced by mitochondrial reducing agents. Under
the same experimental conditions, we also observed the
mitochondrial NADH  oxidation by trams-[Ru(N-
H,),P(OEt),(NO)]>* in intact mitochondria, in presence
of either malate or succinate as a substrate and rotenone as
a inhibitor [26,32-37], as measured by the fluorescence
decrease at 366-nmn excitation and 450-nm emission {Fig.
2).

There are numercus components present in the miio-
chondrial respiratory chain thermodynamically able to
reduce [26] the nitrosy! ion complex, such as NADH,
flavin coenzymes FMNH, and FADH,, complex 1 and
complex II iron sulfur centers and the mobile electron
carrier ubiquinone. Although the exact site of rotenone
binding is still unknown, it is well-accepted [26] that in the
presence of this inhibitor the flavoproteins and all the Fe/S
centers are in their reduced forms. Thus, it is likely that the
inhibition by rotenone occurs at the final stage of the
electron transfer of the complex I reactions chain [26].
However, when malate is used as substrate, it is enzymati-
cally oxidized to oxaloacetate, thus reducing NAD™ to
NADH {32-37]. Since rotenone was present, the further
re-oxidation of NADH by the respiratory chain is inhibited
[32-37]. The NAD" is not fluorescent [26], thus the
decrease in fluorescence observed m Fig. 2 supports the
hypothesis that NADH has been oxidized by the nitrosyl
complex. Under the other experimental condition, succi-
nate was the substrate and its enzymatic oxidation causes
FAD reduction to FADH,. Since the electron transport
through the components of the respiratory chain now
occurs beyond the rotenone inhibition site, FADH, does
not remain in the reduced form, but is immediately re-
oxidized by ubiquinone and no FADH, is awailable to
reduce the nitrosyl complex [32-37]. Moreover, under

FRuorescence
ﬁﬁﬁﬁﬁ%gﬁﬁﬁﬁﬁ

3 H A ]

0 D ® L D
Time (s}

o

Fig. 2. Fluorescence decrease of mitochondrial NADH: (1) mitochondsia
(1 mg ml ™) in the presence of either 2 mM malate or 2 mM succinate
and 4 pM rotenone M incubation mediumy; (2) as 1, but using 2 mM
malate as substrate and 3 mM mans-[Ra(NH, ) P(OEO,NOKPF,); (3) as
1, but wsing 2 mM succinate a5 substrate and 3 mM trans-[Ru(N-
H,),P(OE);NOI(PE ).
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both conditions the same flucrescence behavior can be
observed, as shown in Fig. 2, thus indicating that the
nitrosyl complex reduction occurs through the simulta-
neous oxidation of NADH. Therefore, the use of malate or
succinate as substrate in the presence of rotenone indicates,
as explained above, that NADH is likely to be the only
available reductor species in the mitochondrial suspension
to react with the nitrosyl complex.

Assuming NADH to be the most available reductor
under our experimental conditions, the second order spe-
cific rate constant for the NADH oxidation using intact
mitochondria was calculated as k=201 M™' s™°. Under
comparable experimental conditions, but using freshly
homogenized mitochondria, we found k=231 M~ s™'.
Therefore, 2% 10" M™' 57" would be a reliable value for
the second order specific rate constant for NO ligand
reduction in #rans-[Ru(NH,) ,P(OEt),(NO)’™ by mito-
chondrial system.

At the moment we do not have clear evidence for direct
reaction between pure NADH and the trans-[Ru(N-
H,),P(OE),(NO)I ™ ion. Actually, despite it being
thermodynamicaliy allowable [26], the reaciion between
commercial NADH and trans-[Ru(NH, ), P(OEt),(NOY}**
proved to be much slower than that observed with mito-
chondrial suspension. This is not unexpected since the
effective redox potential of a component in the respiratory
chain is usually different from the redox potential of the
purified individual component [26]. However, the possi-
bility of an electron-transfer mediator (A) siphoning off the
electron fiow to the nitrosyl complex in such a complex
system as mitochondria, cannot be compietely ruled out.

NADH +2A +HY —NAD™ + 24~ +2H"

A” + trans-[Ru{NH, ), P(OEt),(NO)]**
—y Mm»{Ru(NH3}4P(OEt)3{NO)}2* + A

indeed, Fig. 3 shows a significant non-zero intercept that
could reflect a more complex redox mechanismn mediating
the net oxidation of NADH, involving the possibility of a
competitive mitrosyl complex reduction by different elec-
tron carriers (A and B) of the mitochondrial respiratory
system. The detailed study of the mechanism is beyond the
scope of the present work and is currently under in-
vestigation at our laboratory.

NADH +2B+H" —+NAD" +2B~ +2H"
B~ + trans-[Ru(NH, ), P(OEL),(NOY *
—» trans-[Ru(NH, ),P(OEt);(NO)I*™ + B

The Ru{Ilf) complexes tend to be less biologically
active than the similar Ru(Il) complexes [39]. In the
current uses of rutheniurn-based drugs, utilization of the in
vive reduction of Ru(IH) to Ru(II) by biological reductors
agents is a cormmon approach to activation [39]. Moreover,
in the design of a metal complex intended to fimction as a
NO donor, the in vivo reduction of M""NO™ fragment to

0,12 -

0,11+

0,10+

o {5}

6,07 =

00008 00010 ) 0,0{315 2.0020 0.0525 0.02)30 0.0@!935
Concentration of nitrosyl complex {M)
Fig. 3. Plot of k,, versus concemration of frans-{Ru(NH,),P(OEt

J{NO)J(PF}; for the reaction between this compound and mitochondria
(pH 72, u=100 mM, T=25%1 °C).

M"*NO® is also fundamental [6-8,23,24]. Thus, this
initial cbservation that an intracellviar component is abie
to reduce the nitrosyl ligand is very promising as an
optional route for drug activation and target site specificity.

4. Conclusions

The one electron reduced form of the zrans-[Ru"(N-
H.,),P(OEt),(NO)]>* complex exhibits fast NO release. Its
reduction potential shows it to be suitable for reduction by
biological systems. Indeed, Figs. 1 and 2 present through
two different experimentz] methods, the reduction of trans-
[Ru(NH,) P(OED),(NO)]** with concomitant mitochon-
drial NADH oxidation. The observation that a nitrosyi
ligand can be reduced by an intraceilular component is
very important providing a good model for in vive
reduction of metallopharmaceuticals as a strategy for drug
activation.

These results, taken together with the low toxicity of
this complex [25] and of its corresponding aqua species
trans-[RU(NH,) P(OEL),(H,0)}"", strongly suggest the
title ion complex as an interesting new targeted model for
NO release in vivo. In fact, 2 related study in mice shows
that the trans-[Ru(NH,),P(OEt),NOT** ion complex pro-
motes a hypotensive effect comparable to the sodium
nitroprusside, Na,[Fe(CN),(NO)] [25], a drug regularly

used in clinical trials as a NO donor [8].
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