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RESUMO

O BN-Page {"Blue Native Polyacrylamide gel electrophoresis”} € uma
técnica desenvolvida para analise de proteinas de membrana. Associada 2
coloragao histoquimica, essa técnica permite analise ¢ caracterizacio dos
complexos enzimaticos da cadeia de transporte de elétrons. A grande
vantagem dessa técnica € a utilizacdo de uma peguena quantidade de
tecido (30mg] permitindo andlise das atividades das enzimas acima
especificadas, sem a necessidade do isclamento de mitoctndrias,

Dessa forma, esse método pode ser utilizado no estudo de diversas
alteragbes gue podem ser induzidas por condicdes especiais, dentre as
guais: © exercicio fisico, a DPOC ¢ doencas que afetam a funcdo
mitocondrial {Parkinson, Alzheimer etc).

O objetivo desse trabalho foi a padronizacédo da técnica de BN-Page
associada a coloragdo histoguimica especifica dos complexos I e IV da
cadeia de transporte de elétrons em miusculo esquelético de rato. Os
musculos utilizados foram o séleo, o gastrocnémio (porcao vermelha ¢
branca) e o semitendinoso.

A atividade das enzimas foi medida através de densitometria optica
usando a banda referente ao complexo V isclado por eletroforese e corado
com Coomassie Blue como padrio interno.

Nossos resultados indicaram uma boa resolucdo dos géis e uma
correlacao oOtima entre a atividade da enzima citrato sintase {conhecida
como marcador de guantidade de mitocdndria)l e a area/intensidade da
banda referente ao complexo V, indicando que essa também pode ser
utilizada como marcador de contetido mitocondrial. A atividade do
complexo I e IV dos musculos mais oxidativos (sdlec e gastrocnémio
vermelho} apresentou uma variagao bem pequena e uma correlacao linear
com a area do complexc V. J4 nos musculos mais glicoliticos houve maior
variacdo na aftividade de ambos complexos e sua correlagdo com o

complexo V fol menor.
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SUMMARY

BN-PAGE (Blue Native Polyacrylamide gel electrophoresis) is a
technigue developed for the analysis of membrane proteins. This technique
added to the histochemical staining enables the analysis and
characterization of the activity of the enzymatic complexes of the
mitochondrial electron transport chain. A key advantage of this technique
is the small quantity of tissue required {30 mg) for homogenate extraction,
allowing the use of this analysis for tissues from different species,
including human.

This method can be used for protein defects characterization in
mitochondrial myopaties such as Leber’s disease, Parkinson and Alzheimer
diseases among other pathologies such as COPD (chronic obstructive
pulmonary disease}] and biochemical adaptations induced by physical
€XErcise.

The aim of this work was the standardization of this technique using
histochemical staining for Complexes I and IV of the eletron-transport
chain in four rat skeletal muscles (soleus, red and white gastrocnemius
and semitendinosus).

The enzyme activity was measured by optical density (Image master
1D — Pharmacia Biotech} using the Blue stained complex V area obtained
from BN-Page as an internal standard. Its good resolution and the good
correlation between its area/intensity and citrate synthase activity
indicates that complex V is a good quantitative marker of mithocondrial
content. The activity of complex I and IV of oxidative muscles {soleus and
red gastrocnemius) presented a narrow range of values and a close linear
correlation wtih complex V. On the other hand, the glycolytic muscles
{white gastrocnemius and semitendinosus) presented a wide range in their

enzyme activity of both complexes and had a little correlation.
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Todo movimento gue realizamos, desde o piscar dos olhos até a
corrida de maratona, depende de um componente estrutural do corpoe
humane denominado musculo. Do total da massa corporal de um
individuo, 30 a 45 % sdo constituidos de massa muscular {Lee, 1995},
Existemn diferentes tipos de miusculos: cardiaco {estrutura do coracéo) e
liso (estrutura do aparelho digestivo), de contragdo inveluntéria e o
esquelético, de contragdo voluntaria (Willmore & Costill, 1994}. O masculo
esquelético € muito importante guando tratamos do exercicio {isico, pois
sGo suas adapiacles estruturais e os aspecios gque o envolvem
{(flexibilidade, forca e resisténcia) que deverio ser considerados quandeg um
programa de treinamento & proposto.

Assim, o musculo € o 6rgdo essencial para a motricidade e utiliza
somente ATF como fonte de energia para realizar, ndo somente o processo
de contracdc muscular “per se”, como também reagir aos impulsos
Nnervosos e garantir as reacgdes do metabolismo, necessarias para a
manutencdo de sua atividade. O fornecimento constante de ATP para as
células musculares vem de reservas que, dependendo da intensidade e
duragéo da atividade realizada podem ser metaholizadas na presenca ou
auséncia de O.. Assim, existem (rés processos comuns, produtores de
energia para a formagdo do ATP nos musculos esqueléticos, dois
anaercbicos € um aerdbico.

A principal forma de producgio de ATP pelos organismos vivos ocorre
pelo metabolismo oxidativo, que utiliza como fonte energética qualquer um
dos principais combustiveis celulares (carboidratos, acidos graxos ¢
aminoacidos), conforme mostrado de maneira geral na Figura 1. Nesse
sistemna, ¢ ATP € formado nas mitocdndrias, a partir do acoplamento do
funcionamento entre ¢ ciclo de Krebs {CK) e a cadeia de transporte de

elétrons {CTE], que permitem o processo de fosforilacdo oxidativa do ADP.
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Figura 1. Principais etapas do metabolismo aerédbic (adaptade de Marzzoco &
Bayardo, 19991,

Desta forma, a via aerdbia € recrutada no repouso, em atividades de
longa duragéo {(mais que 3 minutos até horas, como maratona e triathlon)
e também durante as pausas, na recuperacio de esforcos intensos. Ela
mantém uma razdo ATP/ADP de uma forma lenta e prolongada, pois sao
muitas reagbes quimicas envolvidas até a utilizacdo do O pelas

mitocéndrias e producdo do ATP, como explicada adiante.

FONTES ANAEROBICAS DE ATP

Qualguer esforgo maior do organismo e relacdo a situagdo anterior
pode causar “deficit” temporéario de O, para as células musculares. Isto
acontece, por exemplo, no inicio de gqualguer atividade fisica ou em
exercicios de explosao, de curtissima duracfo. Para esta reposicio réapida
de ATP temos uma reserva energética, encontrada principalmente nos
musculos esqueléticos e cardiaco, chamada fosfocreating {(PC). Desta forma
ATP € reposto através de uma Unica reacfo, reversivel, catalizada pela
enzima creatina quinase {(CK):

Pc + ADP .0k  Creatina + ATP



Apesar desse sistema nfoc ser capaz de prover grandes guantidades
de energia, tem a capacidade de ressintetizar ATP de forma extremamente
réapida, funcionando como um tampdo energético, extremamente sensivel a
alteracdes nas concentracgies intracelulares de ATP ¢ ADP.

A outra via de ressintese de ATP que ndo utiliza oxigénio € a glictlise
anaerdbia. Durante esforgos de alta infensidade, de aproximadamente 3
minutos, a glicolise anaerdébia é responsdavel por até 80% do ATP
necessario. Esta via envolve dez reagbes quimicas, onde a quebra parcial
da molécula de glicose ou do glicogénic muscular (glicogendlise)
proporciona a formagio de ATP, também de forma rapida, além de

produzir lactato no final do processo:

Glicogénio _glicogendlise e glicolise Lactato + ATP + H*

FONTE AEROBICA DE ATP E A MITOCONDRIA

As organelas responsaveis pela maior parte da producfo da energia
requerida por nossas células sdo as mitocdndrias. Razdo de muitas
pesquisas e indagacbes, as rmitocOndrias j& completaram seu
cinquentenario de descoberta. Abundantes em varios tecidos e algumas
vezes facil de purificar essa organela foi recentemente motivo de um
prémio Nobel, concedido & pesquisa que definiu os principios
fundamentais do metabolismo energético celular (Kibertis, 1999). A
mitocdndria € a (inica organela das células animais que possui seu proprio
DNA (mtDNA), responséavel pelo codificacdo de treze polipeptideos, dois
RNAs ribossdmicos e todos os tRNA transportadores, necessarios para
traducac de seu RNA mensageiro (Bentlage ef al., 1995). Além da producao
de ATP, ela também esta envolvida em processos como apoptose ou “morte
celular programada” (Wallace, 1999), producfo de espécies reativas de

oxigénio (EROS)], além de ter um papel fundamental em adaptacoes



provocadas pelo exercicio fisico (Holloszy, 1967; Davies, 1981) e
envelhecimento {Ames, 1995). Desta forma, para o entendimento dos
diversos processes nos quals a mitocdndria estd envolvida é preciso o
estudo dos constituintes fundamentais gque definem sua estrutura e de
seus mecanismos funcionais.

As mitocOndrias sfo organelas envoltas por duas membranas, uma
externa € outra interna, gue diferem entre si n8o s6 na composicéo lipidica
e protéica, como principalmente na funcdo exercida dentro da célula.
Ambas possuem um alto grau de acidos graxos poliinsaturados nos dois
maiores grupos de fosfolipidios (fosfatidilcolina e fosfatidietanolaminaj que,
medidos em relaggdo & quaniidade de proteina, constituem
aproximadamente 75 % dos fosfolipidios totais. Em menor proporcic
aparecemn a cardiolipina com 18 % ¢ o colesterol com 3 % (Culiis & Hope,
19851

A membrana externa, € rica em porinas, que somam 1 % das
proteinas mitocondriais totais, sendo altamente permeével. Isto confere ao
espaco intermembranicc uma composicdo idnica proxima do meio
citosélico. Ao contrario, a membrana interna € altamente seletiva, sendo
permeavel somente a Oz, H20 e NHs. Quaisquer outros metabolitos, para
atravessar a membrana interna e chegar a4 matriz mitocondrial precisam
de transportadores especificos {(Haworth & Hunter, 1980]. E & esta
caracteristica da membrana interna que confere as mitocdndrias o papel
de produtoras de energia nas células. Desta forma, a membrana
mitocondrial interna € rica em proteinas envolvidas no metabolismo
celular, correspondendo a aproximadamente 80 % dos componentes dessa
membrana. Os cerca de 20 % de lipidios presentes sac constituidos
principalmente de cardiclipina (Daum, 1985).

Os componentes da cadeia respiratéria das mitocondrias e o sistema
de fosforilacéo oxidativa tém um papel fundamental na geracdo de ATP g
partir de nutrientes como carboidratos, &Gcidos graxos e aminoécidos

{Cooper, 1992]. Ou seja, a oxidac¢io de grande parte dos substratos por



enzimas NAD® e FAD-especificas do cicle de Krebs ¢ B-oxidacac de acidos
graxos resulta na presenca constante de NADH e FADH. na matriz
mitocondrial de células eucariontes (Cramer & Knaff, 1991). Por sua vez,
ambas coenzimas na sua forma oxidada existem em concentracdes baixas,
devendo, portanto, ser constantemente reoxidadas para ndo haver prejuizo
na producio aerébica de ATP. A reoxidacio das coenzimas NADH e FADH;,
ocorre atraves das proteinas da cadeia de transporte de elétrons. Ou seja,
com a reoxidacdo das coenzimas, eléfrons sao transferidos através dos
componentes da cadeia, de acorde com os potenciais de Oxido-reducéo
{AE}). O potencial redox da cadeia respiratéria varia de -320 {complexo 1)
até 380 mV {complexo IV]. Tais reagbes geram uma variecio de energia
livre {AG} negativa, possibilitando o bombeamento de prétons para o
espag¢o intermembranas em trés sitios especificos, complexos I, Il e IV
{Cramer & Knaff, 1991; Saraste, 1999}. Portanto, os complexos I, Ill e IV
sao reconhecidos como sitios de translocagdc de protons através da
membrana interna da mitocéndria (Cramer & Knaff, 1991).

A volta especifica de prétons pela enzima F.F: ATPase (ATP
sintetase), também Iocalizada na membrana mitocondrial interna é
termodinamicamente favoravel ¢ € imprescindivel para a liberacdo do ATP
formado {Mitchell, 1961} (Figura 2).
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Figura 2. Esquema da membrana interna da mitocdndria, mostrando a formacéo

doe AuH* e a2 entrada de prétons pela enzima FoFI-ATP sinfetase,

imprescindivel para a sintese de ATP (adaptado de Marzzoco & Torres,
1999},

Desta forma, a producdo de ATP estd intimamente ligada a formacao
de um gradiente eletroquimico de prétons (AuH*), conhecido como forca
proton motriz ¢ que possui dois componentes: um elétrico {Ay], com carga
negativa no interior das mitocéndrias e outro quimice {ApH), alcalino na

matriz. Esses componentes estdo relacionados entre si de acordo com =
equacao {Cramer & Knaff, 1991):

ApH* = Ay - 60ApH




ADEIA DE TRANSPORTE DE ELETRONS

A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial & constifuida de
proteinas ¢ um composto lipidico, a coenzima Q. Os componentes
protéicos foram separados em quatro complexos. Alguns autores incluem a
enzima ATP sintetase como um quinto complexo {Cooper et aql, 1992;
Zerbetlto et al., 1997}, mas este ndo participa do transporte de elétrons e
sim da translocacgo de protons para dentro da matriz mitocondrial,

permitindo dessa forma a liberacdo do ATP produzido.
COMPLEXO I

O complexo 1 (NADH-CoQ redutase) € constituide por flavina
mononucleotideo (FMN] e proteinas Fe-8. De acordo com as reacdes
abaixo, @ reoxidagoc do NADH f{ornece elétrons gue reduzem os
componentes do complexo 1. Este complexo € reoxidado pela coenzima Q,:

2H
A

FeS(Ze“)x\b CoQ

// ,\\]/, i > 6 .
NADH“‘”“‘”"“\\\\% - / \\ e / \C

o oQH,

D"If

5 e

N

Figura 3. Reacdes de transferéncia de elétrons no Complexo | (NADH- CoG
redutase] até a coenzima Q {adaptado de Saraste, 1999).

Conforme mostrado na Figura 4, o complexo I (NADH/Coenzima Q
redutase] € o maior componente protéico da membrana interna da
mitocéndria, apresentando massa molecular de cerca de 750 kDa
{Schagger, 1991} ¢ uma estrutura em formato de L, com dois dominios

principais {um hidroidbico e outro hidreofilico} (Cooper et al., 1992; Saraste,



1999). E composto de pelo menos 26 subunidades {Cooper et al., 1992} e
contém 7 dos 13 polipeptideos codificados pelo mtDNA. Muitas dessas
subunidades t€m seu papel ainda desconhecido, mas acredita-se gue
algumas delas estejam envolvidas na ligacdo de desidrogenases do ciclo de
Krebs ac complexo 1. Acredita-se também que suas subunidades formam
uma camada hidrofbbica, que protege a parte hidrofilica do complexo
(FMN, proteinas Fe-S e moléculas de quinona) {Cramer, 1991; Cooper et
al., 1992; Saraste, 1999).

sitarhonddrior moing
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Figura 4. Esguema da topologia e funcdo dos dois dominios da NADH
desidrogenase (Complesxo [, FMN refere-se a flavina
mononucieotideo, N-1, N-2, N-3 e N-4 aos centros lerro-enxofre, (4
refere-se 4 guinona interna € Q- 4 ubiquinona-substrate. A parte
branca corresporde & enzima e a parte sombreada ao fragmento
hidrofébico. As setas pontilhadas referem-se aos substratos e
coenxzimas, setas preeenchidas ao caminho dos elétrons e as
setas tracejadas ao caminho dos préotons (Hofhaus et al, 1991).
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COMPLEXO II

O  complexo I (Succinato/Coenzima Q redutase} £
estruturalmente meais simples que o complexo I e estd melhor
caracterizado {Singer ef al.,, 1995),

Sua massa molecular € de aproximadamente 130 kDa. Podemos
observar pela Figura 5 que este complexo € constituido de uma parte
periférica {exposta na dire¢fo da matriz mitocondrial}, da qual fazem parte
um dominio hidrofilico, constituido por uma flavoproteina e uma
subunidade protéica ferro-enxofre (contendo 2Fe-28, 4Fe-48 e 3Fe-45). O
dominio membranar ¢ constituido de dois polipeptideos ligados a grupos
heme ([citocromos bsso}, 08 guais ligam as subunidades cataliticas 2
ubiquinona-CoQ (Hagerhall, 1997).

Sucoingi Fumarste
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Figura 5. Representacio esquemaética da topologia da succinato desidrogenase
e citccromo b mno complexe O |, mostrando FAD ligade
covalentemente, centros ferro-enxofre (S-1, 8-2, S-3) na subunidade

ip (heme b} do complexe e uim par de moléculas ubiquinona ligadas a
subunidade (Cramer, 1991).
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Nesse complexo, o succinato (intermediario do ciclo de Krebs) é
oxidado a fumarato, transferindo elétrons para a coenzima FAD, que entdo
se reduz a FADH: e, através do citocromo b, seus elétrons também sdo
transferidos para a CoQ. Desta forma, os elétrons provenientes dos
complexos I e II sdo transferidos para a coenzima @, molécula altamente
lipofilica, que permite sua mobilidade na fase lipidica da membrana e sus
transferéncia para os citocromos be: (complexo 1), Seguem abaixo as

reagles gque envolvem o complexo I da cadeia de transporte de elétrons:

Sucipaie Fumarato

Complexo 11
7N

CoQy e
[ Complexo T

N

Complexo T
e

CoQH;

Figura 6. Esquema da entrada de elétrons pelo complexo [T da cadeia de
transporte de elétrons (adaptadoe de Saraste, 1999,
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COMPLEXO IiIi

O Complexo III (citocromeo bey), de massa molecular aproximada de
500 kDa, € constituido por uma proteina ferro-enxofre e pelos citocromos b
e c1. Possui 11 subunidades, mas apenas 3 possuem os centros redox
(Saraste, 1999). As subunidades-chave sfo o citecromo b {que possui oito
heélices transinembranares com dois heme ligados ~ bi e by}, uma proteina
Fe-S ligada & membrana (conhecida como centro tipo Rieske — FepSa) € 0
citocromo ¢;, também ligade 4 membrana (Saraste, 1999}, Esse complexo
recebe elétrons da CoQ, os quais séo transferidos ao citocromo ¢ O
mecanismo responsavel pela transferéncia de elétrons e bombeamento de
protons para fora da matriz mitocondrial é conhecido como “ciclo Q7 e
envolve a oxidacio da coenzima Q através de duas etapas que envolvem a

semiquinona como intermediario estavel (Saraste, 1999).

Complexo 11
CoQ s Cit. b N
Complexo | f y
T— | J1 Complexo IV
o citv
CQQHE {2 e‘ ‘)
Complexo i

Figura 7. Esquema da reacho de transferéncia de elétrons do complexo
11l {adaptado de Saraste, 1999).

Citocromo ¢

O citocromo ¢ da cadeia respiratéria mitocondrial pessui
caracteristicas em sua estrutura gue permitem sua mobilidade através da
membrana € ¢ue sao relevanies para o mecanismo de transferéncia de
elétrons no qual essa molécula estd envolvida:

- apresenta-se fracamente ligado 4 membrana
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- & hidrosoliivel
-  exposicdo de uma borda heme para o solvente;
- uma distribuicéo de cargas altamente positiva, conservada por

toda borda heme exposta, devido aos residuos de lisina gue i3 se
encontram {Cramer & Knaff, 1991).

Meodificagbes quimicas especificas nos residuos de lisina do
citocromo ¢ podem causar uma diminuicio na interacio da molécula do
citocromo COM as eénzimas que interagem com ela {oxidase e redutase)

prejudicando, assim, o transporte de elétrons (Brautigan, 1978).

COMPLETO IV

O complexo IV (citocromo c¢ oxidase, ferrocitocromo ¢ / Oz
oxidoredutase) € o carreador final da cadeia de transporte de elétrons da
mitocondria. Possui um duplo papel: como redutor de Oz a H,O e como
bomba de protons no final da cadeia respiratoria. Esse complexo proteico
pode conter 2 a 3 subunidades em procariontes e 9 a 13 subunidades em
eucariontes. E uma metaloproteina de multi-subunidades, podendo conter
em mitocOndrias de mamiferos quatro centros redox, duas moléculas de
heme a, dois ions cobre {Cua € Cuy) e cerca de 12 a 13 polipeptideos
[Cramer & knalff, 1991]. As trés subunidades maiores sdo codificadas pelo
mtDNA, enquanto as restantes sio codificadas pelo DNA nuclear. Dentre
as trés subunidades maiores, duas estdo envolvidas na ligacdo de ions
cobre com oS grupos heme {a e as} e acredita-se que a outra subunidade
tenha o papel de facilitar a translocacdo de prétons (Cramer & Knafl,
1991). A subunidade II {Cua) € a primeira a receber elétrons do citocromo
¢, que s@o transferidos para o citocromo a da subunidade I e entdo para o
citocromo as/Cun da mesma subunidade. Esse complexo possui uma

massa molecular de aproximadamente 200 KDa {Shagger & Jagow, 1991},
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Figuzra 8. Esquema do complexo IV (citocromeo c oxidase) mostrando o
grupamento heme a e Cu. ligado aos sitios. O citocromo ¢ liga-se a
um sitio especifico do lado citoplasmatico transferindo elétrons para
Cus ¢ heme a que sio transferidos para sitios de reacio heme

as/Cu, onde acontece a reducao do oxigénio (Cramer & Knaff,
1991},

A citocromo ¢ oxidase catalisa a oxidacdoc de guatro moléculas

reduzidas de citocromo ¢ € a concomitante reducio de uma molécula de

02, conforme reagéo descrita abaixo:

- O

| 4 citocromo ¢2* + 4H* + Ou  citocromo {;};i:iaseb‘% citocromo ¢ + 2H0
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Segue abaixo as reacdes que envolvem todos os complexos da cadeia

de transporte de elétrons:

Sucimato Fomarato
\_/f
Complexo I
FAD FADH,
|

l Complexo IV

LoQ Cit. b Cite; Cita, &

. " " WA, 82
Complexo I /~ AN / ) N /7 ™

B g; Hz@

\\g Cith / \\ Cites / K\%cf;sx, 8, 83 /j/

{2e') {Ze)

NS

CoQH,

V2O, +2H
Complexo 111

Figura 9. Esquema das reacées da cadeia de transporte de elétrons
{adaptadoe de Saraste, 1992).

COMPLEXO V {ATP sintetase)

A ATP sintetase (F1F,- ATPase) ¢ uma proteina de membrana com
multiplas sub-unidades e sua estrutura é a mais complexa da membrana
interna da mitocondria. E uma enzima funcionalmente reversivel, que pode
sintetizar ATF e libera-lo, usando a forca préton moiriz ou pode, também,
hidrolisar ATP. A Figura 6 mostra que esta enzima possui duas grandes
estruturas: Fo (canal de pritons, sensivel a oligomicina), que é uma
proteina  transmembranar insolivel em  Agua, composta por
aproximadamente 10 subunidades ¢ F; (componente catalitico), que é uma
proteina hidrossoliivel e encontra-se localizada no lado da membrana
voltado para a matriz mitocondrial, sende composta por cinco

subunidades (o, B, v, & e g} (Saraste, 1999).
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A energia livre proveniente do gradiente de protons gerado através da
passagem de elétrons pelos complexos da cadeia respiratéria é necessaria
para a liberacéo do ATP sintetizado pela fosforilacdo de ADP. Através de
mudancas conformacionais do complexo ATP sintetase o ATP pode ser
liberado. Essa enzima possul uma massa molecular de aproximadamente
600 kDa (Schagger & Jagow, 1991).

s gL i
S

Figura 10. Estrutura do Complexoe V {ATP sintetase} com suas duas unidades
funcionais Fo {canal de prétons) e Fi {formacho de ATP e liberacdo)
{(Voet et al., 1999).
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S E SUAS CARACTERISTICAS

CELULAS MUSCULAR

Uma célula muscular simples ¢ denominada fibra muscular
{(Willmore & Costill, 1994}, As fibras musculares podem ter um didmetro
de 10 a 80wm. A Figura 7 mosira a estrutura morfo-funcional do

miisculo esquelético.

Tendio MMisculo Epi%nisi?
Perimisio
A Endomisio
Fasciculo
Reticyln . Fibra Muzcular
Sarcoplasmatico |
X\ Thbulo T
B

MMicfibrila

M%ﬁﬁfam.ﬁnto Fino Linka ¥ Linha 7.
Mhioflaments Grosso

Figura 11. Estrutura morfo-funcional de misculo esquelético e seus niveis
de Organizacio., A} Masculo esqueléfico, fascicule & fibra
muscular B} Reticule Sarcoplasmatico, Tabulo T e miofibrila C)
SarcGmero D} Organizacdo Molecular dos filamenios de actina e
miosina (retirade de Thibodeau & Patton, 1998).
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A membrana da fibra muscular é denominada sarcolema e seu
citoplasma de sarcoplasma. No sarcoplasma da célula muscular
encontram-se as miofibrilas, unidades contracteis da fibra muscular; os
thbulos transversos (Thbulos T), responsaveis pela transmissdo dos
impulsos nervosos do sarcolema para a miofibrila, © reticulo
sarcoplasmatico, que contém um estoque do fon calcio, indispensavel
para ¢ mecanismo de contracdo muscular e cutras organelas, comgo as
mitoctndrias.

As miofibrilas s@o elementos contrateis, que possuem unidades
funcionais basicas chamadas sarcomeros. Cada sarcémero possul os
filamentos proteicos responsaveis pela contracio muscular: o complexo
troponina-tropomiosina e a actina, constituintes do filamento fino e a
miosina, constituinte do filamento grosso (Gunning & Hardeman, 1991).
Os filamentos de actina deslizam sobre os filamentos de miosing
causando assim a contragdo muscular, Esse é um processo gue depende
de diversos fatores como, impulso nervoso, liberacdo de Ca* e ATP.

A miosina € uma das proteinas miofibrilares predominantes no
musculo esqueictico, desempenhando um papel crucial na contracioc
muscular, pois € essa molécula que possui atividade ATPasica. Sua
molécula possul trés diferentes tipos de cadeias polipeptidicas: um tipo
de cadeia pesada (aproximadamente 200 kDaj, constituindo a porcao
globular da molécula, que hidrolisa ATP e se liga 4 actina e dois tipos
diferentes de cadeias leves (aproximadamente 20 kDa}, constituindo a
cauda da molécula. Existem também nas suas cadeias dois pontos de
articulagio, um deles situado entre a cadeia e a cauda e o outro situado
na por¢ao media da cauda até as por¢Ges globulares. Apds esta regidao
esta a fracdo pesada (meromiosina pesada} da molécula, obtida por
hidrélise com tripsina.

Os musculos, apesar de serem constituidos de células com
caracteristicas gerais semelhantes, apresentam diferencas meriolégicas e

funcionais que garantem sua alta plasticidade. Isto, pelo fato de
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expressarem diferentes conjuntos de genes de iscformas de cadeia
pesada (CP) de meromiosina. Essas isoformas possuem diferentes
atividades ATPasicas. Assim, o ritmo de trabalhe das pontes cruzadas,
com seu respectivo consumo de energia varia consideravelmente com o
tipc de fibra muscular, determinada pela expressfio de diferentes
isoformas de CP (Trybus, 1994),

Assim, as iibras musculares foram inicialmente classificadas em
lentas ou rapidas, com base na reacdo histoguimica da mATPase (ATPase
da miosina}. Partindo-se da velocidade da hidrolise do ATP pode-se
relacionar a velocidade da enzima miosina ATPase com a velocidade de
contracdo muscular {Talmadge & Roy, 1993; Broocke apud Harrison,
1996). De uma maneira geral, as principais caracteristicas funcionais ¢
rmorfolégicas dos dois diferentes tipos de misculo sdo:

{A) Musculo de contracdo rapida:

fendétipo: branco;

funcionalidade: movimentos rapidos de grande forca e repetitivos;

fonte de energia: carboidratos;

forma de produgéao de energia: glicolitica {aerobica e anaerébica);

fibra predominante: tipo Iia e IIb;

(B} Muisculo de contracao lenta:

fenotipo: vermelho;

funcionalidade: movimentos lentos;

fonte de energia: carboidratos e lipideos;

forma de producéo de energia: oxidativa {aerdbica);

fibra predominante: tipo I

Até o presente, nos musculos de mamiferos adultos foram
caracterizadas histoquimicamente, funcionalmente e bioguimicamente
algumas categorias basicas de fibras musculares:

% Fibras do Tipo I - Sao compostas de uma isoforma de CPM {CPMI) que
hidrolisa ATF lentamente, sendo capaz de uma contracdo de baixa

intensidade, lenta e prolongada. £ também chamada de fibra
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oxidativa pois seu metabolistno € aerdbico, contendo grandes quantidades

de mioglobina e de mitocondrias. Sua atividade glicolitica é moderada,

dessa forma utilizando melhor os acidos graxos como fonte de energia (em

particular 0s extra musculares]. S3c muito resistentes 2 fadiga,

caracteristica essencial para o trabalho de fundo durante um treinamento

de resisténcis.

< Fibras do tipo II - Apresentam uma contragao rapida, breve e intensa.

Sao ricas em glicogénio. Este tipe de fibra pode ser subdividida em trés

outros grupos, com propriedades metabglicas diferentes (Thomason et
al.,, 1986):

Fibras IIA compostas de uma isoforma de CPM IIA realizam
contragio rapida aliada a uma boa resisténcia 3 fadiga. Em
relacdo &4 sua capacidade de oxidacdo {com talvez um volume
mitocondrial idéntico ac das fibras do tipe [, elas utilizam
preferencialmente a glictlise aerébica).

Fibras B, que expressam isoformas CPM IIB tem uma
capacidade oxidativa baixa; utilizam preferencialmente a glicolise
anaerdbica, com formacao de lactato e apresentam baixa
resisténcia 2 fadiga.

Fibras IIx ou IId, identificadas mais recentemente. S&o ricas em
enzimas oxidativas e relativamente resistentes & fadiga. Também
utilizam preferencialmente a glicolise aerdbica {(Winder et al.,
1974; Schiaffino et al., 1989; Larsson et al., 1991)

Existem fibras que coexpressam diferentes genes de CPs. Sao fibras
que contém tanto CPl e CPlla, CPlla e CPIIX ou CPlIx e CPIIb. Estas fibras

hibridas s@c muito comuns em musculos de ratos, como por exemplo no

musculo extensor digital longo, que contém 26% de fibras puramente Iix,

10% de fibras hibridas IIa/IIx € 20% de fibras hibridas IIx/Ib [Schiaffino,

1994].
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A presenca de dilerentes tipos de fibras dentro de um mesmo
muscule lhe permite fazer face as suas diversas exigéncias funcionais:
aptiddo a utilizar ¢ melhor possivel a energia muscular {um fator limitante
da performance] e mover-se em condigdes variaveis, com todos os tipos de
fibras atuando simultaneamente, com imbricacdo dos metabolismos
aerfbic e anaerébio. Quando g intensidade do esforco aumenta,
principalmente a velocidade, os diferentes tipos de fibras sao
sucessivamente recrutados por intermédic do sistemna nerveose motor.
Desta forma, 0s neurdnios excitam diferentemente as fibras em funcdo do
comando do sistema nerveso central, do potencial metabolico assim como

do grau de fadiga.

Resumindo, ¢ fato de existirem varias isoformas de CP da miosina
confere plasticidade aos misculos, ou seja, significa que as fibras
musculares podem alterar suas caracteristicas fenotipicas em resposta ac
exercicio, através da reconstrucac de miofibrilas com novas CPs, de
atividade mais apropriada para a situagio. Entretanto, ainda ndo se
conhece bem a influéncia da atividade fisica no mecanismo molecular
desta regulagéo, que resulta em expressac diferencial dos genes de

miosina em cada tipo de fibra.

ADAPTACOES INDUZIDAS POR CONDICOES
ESPECIAIS:

EXERCICIO FiISICO

O mausculo esquelético utiliza aproximadamente 40% do oxigénio
total consumido em repouso, mas em uma situacio de exercicio fisico seu
consumo pode chegar até 90% do oxigénio total consumido pelo organismo
{Lee, 1995). A demanda energética total durante um exercicio aerébio pode

apresentar um aumento de 35 vezes comparada com a do repouso
{Astrand & Rodahl, 1997).



Um tireinamento de “endurance” (resisténcia) pode causar
mudancas significativas nas atividades de enzimas do metabolismo, no
processe de {ransporte através de membranas, na capilaridade, na
sensibilidade a alguns horménios e também na composicio de alguns
filamentos contracteis (Henriksson, 1995). Além disso, verificam-se
aumento no nlmero ¢ densidade de mitocéndrias e hipertrofia muscular
{Holloszy, 1967; Dudley ef al., 1982; Henriksson, 1995).

A utilizacdo de macromoléculas como fonte de energia através de
seus metabolismos especificos também pode sofrer adaptacbes. Assim,
verifica-se um aumento na atividade de enzimas oxidativas e enzimas do
ciclo de Krebs (Holloszy, 1988; Green et al, 1992} e aumento de proteinas
GLUT-4 responsaveis pela captacido de glicose pelas células musculares
(Henriksson, 19935}, facilitanto o metabolismo de carboidratos.

Gcorre também um aumento na atividade das enzimas da B-
oxidac¢ao de acidos graxos e lipases para a mobilizagdo dos triglicérides
(Hoppeler et al, 1985; Green et al, 1992; Chilibeck et al, 1998)
permitindo maior metabolizacdo de lipideos.

Além disso, através do aumento da degradacdo de aminoacidos a
compostos intermediérios do ciclo de Krebs também as proteinas pedem
servir como fonte de energia (Dudley ef al., 1982; Goodman & Ruderman,
1982; McArdle et al., 1996),

Booth e Thomason {1991} discutem as adaptacdes ocorridas em
ratos submetidos a um treinamento diario de 2 horas correndo em esteira,
qualificado como treinamento aerobico ou de endurance. Os musculos
esqueléticos desses ratos apresentaram um aumento de 100% nas
atividades das enzimas da oxidagido de acidos graxos e da cadeia de
transporte de elétrons, enquanto que as atividades de algumas enzimas do
ciclo de Krebs tiveram um aumento de 50%.

Em outro trabalho, Holloszy (1967) mostrou gque enzimas como a

citocromo oxidase e NADH desidrogenase sofreram aumentos significativos
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em suas atividades apbés um protocolo de treinamento onde os animais
corriam em esteira rolante em um programa de exercicio extenuante.

Ja Chilibeck et al {1997) mostrou gue as enzimas piruvato
desidrogenase ¢ palmitilcarnitina transferase sofreram adaptacdes
diferentes em animais submetidos ao treinamento continuo ou intermitente.

Os diferentes métodos de treinamento podem sinalizar diferentes
adaptacbes no organismo desde diferencas nos nivels enzimaticos até
utilizacdo especifica de substratos. No caso de um treinamentc continuo
{realizado em velocidades subméximas e crescentes) o organismo parece
sofrer um efeito adaptativo benéfico, que além do aumento da capacidade
oxidativa, apresenta fambém um aumento na defesa antioxddante dos
miisculos {Alessio & Goldfarb, 1988). J4 um treinamento intermitente
{realizado por breves periodos de tempo e alta intensidade} parece levar a
um aumento nos danos teciduais {Alessio et al., 1988; Criswell et al,, 1993},
Por outro lado, resultados recentes do nosso grupo de pesquisa mostraram
gue comparativamente, o tfreinamento intermitente foi mais eficiente em
aumentar a atividade da enzima citrato sintase que o treinamento continuo
{Smolka et al., 2000).

Fica claro, portanto, gue as adaptacdes bioquimicas ao nivel
enzimaticc ¢ tecidual podem nos fornecer informacbes para a otimizacao
de um treinamento, além de esclarecer as diversas controvérsias quanto as
diversas adaptagdes aos diferentes tipos de treinamento (segue em Anexo I

os diferentes protocolos de treinamento).

DOENCAS QUE AFETAM AS FUNCOES MITOCONDRIAIS

A primeira vez em que se falou do envolvimento da mitocéndria em
patologias foi em 1964, quando Albert Lehninger escreveu seu livro “The
Mitochondrion” (Luft,1995). Esse foi um dos estudos pioneiros em
mitocéndria isolada de seres humanos além, também, de ser um dos

primeiros estudos de uma disfuncioc em organela de célula humana.
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Defeitos mitocondriais ocorremn em  diversas situacdes, desde
doengas degenerativas, envelhecimento até o cancer. Ja se sabe que essas
doencas mitocondriais incluem um grande niimero de problemas clinicos.
A grande dificuldade em caracterizar uma doenca mitocondrial esta no fato
de gue uma mesma mutacio de um mitDNA pode produzir diferentes
fendtipos, € por outro lado, mutacdes diferentes podem produzir fenotipos
similares. Dessa forma torna-se mais produtivo a classificacdo dessas
doencas através do defeito genético ao invés de utilizarmos apenas as
manifestacdes clinicas (Peterson, 1995; Wallace, 1999).

Geralmente os tecidos que requerem muita energia, ou seja,
necessitam de grandes quantidades de ATP como o coracio, sistemas
renal, endbcrino e principalmente o misculo esqueléticc sdo os mais
afetados (Luft, 1995; Wallace, 1999;).

Alguns aspectos importantes devemn ser observados na fosforilacao
oxidativa de mitocéndrias que apresentam suas funcdes afetadas, como,
producés de energia prejudicada, aumentc na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e regulagido da morte celular programada
{(apoptose} (Wallace, 1999).

Esses aspectos no seu conjunte é que conferem as doencas
mitocondriais sua grande complexidade; pois entender uma patologia néo
¢ apenas identificar a mutacdo causadora e o defeito na funcio
mitocondrial, mas sim todos os processos relacionados {genéticos e
ambientais) que podem contribuir para o fenétipo.

No caso de uma mutagdo que perturbe a fosforilacao oxidativa; ela
ird ndo apenas reduzir a producio de energia, como a inibicdo da cadeia
de transporte de elétrons podera levar & um aumento da producéo de
espécies reativas de oxigénio. A producio de EROS aumenta o estresse

oxidativo, o qual pode levar & um quadro de apoptose {Wallace, 1999).

Deficiéncia no complexo I € o problema, ao nivel de cadeia de

transporte de elétrons, mais frequentemente observado. A predominancia
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de disfuncdes no Complexo I sugere que sua estrutura e funcfo sejam

facilmente perturbadas (Cocper et al, 1992). A Tabela 1 mostra algumas

doencas que afetam as fungdes mitocdndrigis.

Tabela 1. Algumas doencas relacionadas a mitoctndria {(Wallace,
i995; Luift, 1995 e Mizunc, 1995},

1999; Bentlage ef ol

Doencas

Complexo Afstado

{Causas

Simtomas

Neuropatia Optica

NADH

Mutagdc do gene que

Cegueira repentina causada

De Leber (LHON) | Desidrogenase codifica ND 6 por lesfo do nervo optico.
Distonia NADH Mutagio do gene que|Disordem dos  movi-
Desidrogenase codifica ND & mentos, Fetardo mental,
estatura baixa.
Doenga de Leigh Pode afetar diversos | Mutagfo do gene  que | Ataxia, hipotonia, atrofia
Complexos codifica  subunidade 6| o6ptica, oftalmoplegia stc.
ATPase e outras
MELAS Complexo I  e;Mutagio do gene que|Estatura baixa, deméncia
citocromo ¢ oxidase |codifica o tRNA™ entre|em alguns casos e vomitos.
outras
(MTTL1*MELAS3243G)

Parkinson Complexo [ Multiplos fatores Tremores, rigidez
(natureza € fatores musst:ulgr, .. distrbios
genéticos) posturais, acinesia.

KSS Deficiéncia Delecio mtDNA Oftalmoplegia, ataxia,

na coenzima Q hiperpartireoifiismo,
estatura  baixa, degene-
raglo do pigmento da retina

CPEO Complexoll eIV  |Delegdo, rearranjo e | Miopatia ocular, retinite
duplicacio do mtDNA pigmentosa e disfuncio no

sistema nervoso central

MERRF Complexo I eIV Mutagio de ponto no gene |Epilepsia, ataxia progres-

que codifica o tRNA™®
(MTTL1*MERRF8344G)

siva, fraqueza e desgaste
muscular, surdez €
deméncia

! Doenga de Leigh, “subacute necrotizing encephalomyopathy”; MELAS, Miopatia
mitocondrial, encefalopatia, acidose lactica e episédios “stroke-like”; XSS, Sindrome
Kearns-Sayre; CPEO, oftalmoplegia externa crénica e progressiva; MERRF, epilepsia do
mioclonus £ “ragged red fibers.”
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Como podemos constatar, sdo varias as alteragdes associadas as
enzimas mitocondriais € mais especificamente aos complexos da cadeia
respiratdria, tornando muito importante seu estudo. Embora existam
diversos meétodos para analisar efeitos do treinamento fisico ou disfuncdes
em enzimas mitocondriais de tecido muscular humano, a maioria deles
requer grandes guantidades de tecidos, pois dependem do isolamento de
suas mitocdndrias. Recentemente foi publicada a técnica de BN-Page
{(“Blue Native polyacrylamide gel electrophoresis”}, associada & deteccio da
atividade enzimatica especifica através de uma técnica que foi denominada
coloracdo histoguimica para cada complexe que mostrou-se bastante
satisfatéria para este tipo de estudo, pois, além de reguerer uma
guantidade muito pequena de tecido muscular (30 mg), possibilita néo sb
a guantificacdo, mas também a andlise da atividade das enzimas da cadeia
de transporte de elétrons (CTE)} pela "coloracdo histoquimica” dos géis
{Zerbetto et al., 1997).
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OBJETIVOS
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O objetivo desse trabalho foi padronizar a técnica de extracio com o
detergente lauril maltosideo e de separacdo dos complexos protéicos da
cadeia de transporte de elétrons através da técnica de Eletroforese em gel
de poliacrilamida em condicdes nativas (BN- Page)] associada a deteccéo da
atividade enzimatica através de uma técnica por nés denominada
colorag@o histoquimica. Utilizamos para isso quatro diferentes musculos
esqueléticos de ratos Wistar, que variam na sua capacidade oxidativa
(sGleo, gastrocnémio - porgdes vermelha e branca e semitendinoso).

Nosso laboratéric estuda os efeitos do estresse oxidative induzide
por duas situacbes diferentes, pelo exercicio fisico, através de ratos
correndo em esteira rolante e pela hipdxia cronica, através de andlises
sanguineas realizadas em pacientes com doenca respiratoria obstrutiva
cronica {(DPOCH.

Essa padronizacao permitira o estudo das adaptacdes induzidas por
diferentes tipos de treinamento ("endurance" e intermitente)? ao nivel de
cadeia de transporte de elétrons; além de estudos correlacionados a
caracteristicas funcionais do misculo esquelético. Temos portanto o
interesse em analisar as adaptacées induzidas por esses dois modelos em
enzimas da cadeia de transporte de elétrons da mitocoéndria em diferentes

tipos de musculos.

? Protecolos de treinamento seguem em anexo I (pagina 73).






)} Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, de
aproximadamente 2 meses de idade, fornecidos pelo Centro de Bioterismo
da Unicamp. Durante o periodo que precedeu o experimento os ratos
foram mantidos em ambiente controlado (18-22°C e fotoperiodo invertido

de 12 horas), sendo providos de ragio e dgua ad kbitum.

b} Preparacdo e extracdo da amo

Para preparacac das amostras foram utilizados os musculos sbleo,
gastrocnémio (porcées vermelha e branca) e semitendinoso. Apbs o0s
animais terem sido anestesiados com hidrato de cloral {10%}, os msculos
foram extraidos e colocados sobre um papel de filtro para retirada de
vestigios de gordura e tecido conjuntivo. Apés esse procedimento, o0s
musculos foram imersos em nitrogénio liguido e conservados a — 70°C, até
0os ensaios serem conduzidos, ou foram utilizados imedigatamente para
obtencgéo do homogenato. Apds a extracio dos miusculos os animais foram

sacrificados.

O meétodo utilizado para preparacic do homogenate foi uma versao
modificada daquele originalmente descrito por Zerbetto et al {1997}, onde
30 mg de musculo foram cortados em pequenos pedacos e entio imersos
em 2 mlL de meio contendo MOPS 20mM, sacarose 440mM, EDTA 1mM e
PMSF 5mM, pH 7,2. Logo apés, os musculos foram homogeneizados em
apareiho tipo Polytron {em velocidade méaxima por 10 segundos), a
temperatura de 0°C. O homogenato foi entdo submetido a uma
ultracentrifugacao (20,000 x g por 20 minutos), para sedimentacao do
material desejado (membranas, mitocéndrias e de células rompidas} € o
sobrenadante, contendo proteinas soliiveis foi utilizado para ensaios da
atividade da enzima citrato sintase. O sedimento foi ressuspensc em 30
ul. do detergente lauril maltosideo (10 %) e 80 uL de solucdo contendo

acido aminocapréico (1M) e bis-tris (50mM) , pH 7,0. Apés esse tratamento
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a solucdo foi novamente submetida a uma ultracentrifugacéo {100,000 x g

por 35 minutos}. O detergente lauril maltosideo é do tipo ndo-idnico e

possui a caracteristica de solubilizar proteinas de membrana sem afetar

suas formas e cargas nativas. Todos os procedimentos de extracdo da

amostra foram efetuados a 4°C. A dosagem de proteina foi feita segundo

métode de Bradford (1976), utilizando-se albumina de sore boving como

padrio.
PREPARACAO DA AMOSTRA
Misculos
L 4
Nitrogénio Liguido
Armazenamento —-70° C Tampao MOPS:
¥ (2 mL/ 30 mg tecido)
440mM sacarose
Fatiamento em gelo 1mM EDTA
{30 mg) 20mM MOPS
N 5 mM PMSF
pH 72
Homogenizacdo em
Aparelho Polytron
{velocidade méaxima — 10 segundos) {0°)
Solugdo B (80uL):
1M ac.aminoecaprdico
50 mM bis-tris Ultracentrifugacao
0,2 mM PMSF 20000g — 25 minutos {(4°C)
pH 7,0 / \
Lauryl maltosideo ]
10% (30LL) Sedimento Sobrenadante
Ultracentrifugacéo Ensaics enzimaticos
100000g - 35 minutos (4°C)
Aliquotas Armazenamento -70°C ! A\néﬂis;es;
Eletroforéticas

Figura 12. Esquema de preparacio da amostra.

e e .

£
i BRiTar?s



3z

¢} Eletroforese em gel de poliacrilamida

As analises de ecletroforese seguiram o protocolo descrito por
Zerbetto et al ({1997). O gel de empacotamento {“stacking gel”) na
concentracéo de 3 % de acrilamida, enquanto para o gel de separacac
{(“running gel”} foi feito um gradiente de poliacrilamida de 5% a 11%. Os
géis foram preparados, utilizando-se uma solucdo-estogue de acrilamida
48% (Sigma, EUA] e N-N-metilenobisacrilamida {Sigma, EUA] 1,5 9%,
diluidas em agua deionizada e mantidas em temperatura ambiente em
frasco escuro. As cletroforeses foram feitas em aparelho Miniprotean
Biorad (1 X 70 X 82 mm]. Cada 10uL de amostra extraida foram corados
com 1ul Coomassie Blue G 5%, diluido em acido aminocapréico 1M, dos
quais Sul. foram aplicados no gel em cada “slot”. Os tampdes de corrida
utilizados foram: Tricina (0,5M), Bis-Tris {0,15M} e Coomassie Blue
(0,02%)} pH 7,0, diluido 1:10 para o catddo e Bis-Tris (0,5M} pH 7,0
diluido 1:10 para o anddo. Feita a aplicaciao das amostras, iniciou-se a
corrida com uma voltagem de 100V até a amostra atravessar o gel de
empacotamento, quando entdo o tampéao do catddo corado com Coomassie
blue foi trocado por outro tampéo idéntico mas sem corante € a voltagem
passou a 170 V. Apés 2 horas de corrida mudou-se a voltagem para 350V

até o final da corrida.
d) Coloracdo por Coomassie Blue

Ao término da corrida, os géis foram imersos em solucdo fixadora
contendo 50% de metanol e 10% de acido acético glacial durante 30
minutos. Depois de removida a solugéo fixadora os géis foram imersos em
solucio corante contende 0,025% de Coomasie Blue e 10% de acido
acético glacial durante 60 minutos. Apés a coloracao, o Coomasie Blue foi
removido com soluclc descorante contendo 10% de acido acético por 12

horas.
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e} Coloracao Histogquimica [{Detecedio da atividade enzimatica)

Imediatamente apos o final da corrida de eletroforese os géis foram

submetidos as reacdes de coloracio para os complexos enzimaticos I e IV,
Complexo I {E.C. 1.6.99.3 — NADH desidrogenase)

Para a coloracio histoquimica do Complexo | incuba-se o gel &
temperatura ambiente por um periodo de 12 horas, numa sclucio
contendo Tris-HCl (2mM) pH 7,0, lmg/mL de NADH e 2,5 mg de
Nitrobluetetrazolio (NBT) diluida 1:10 em agua deionizada gelada.

A reaclo de coloragdo deve-se & reducdo do corante NBT o gual

torna-se violeta, podendo ser visualizado no gel.

NADH + NBT NADH desidrogenase NAD® + NBTH
B

Complexo IV (E.C. 1.9.3.1 - Citocromo ¢ oxidasej

Para a coloragao histoquimica do Complexo 1 incuba-se o gel &
temperatura ambiente por um periodo de 12 horas, numa a solucéao
contendo 5 mg de 3,3'-Diaminobenzidina {DAB), 10 mg de citocromo c,
0,76 mg de sacarose, 9 mL de tampao fosfato (50 mM)} pH 7,4 e 0,05mL da
enzima catalase. O citocromo ¢ deve ser adicionado a solugcdo momentos

antes do inicio da reacéo.

A coloracdo ocorre porque o DAB é polimerizado durante sua oxidacgao,

produzindo um pigmento de coloracdo marrom-avermelhada.

Cit. coxidado + DAB reduzido 5 Cit. ¢ reduzido + DAB oxidado

Cit. C reduzido + Comp. IV ox. «cit. ¢ oxidasg Cit.c oxidado + Comp.IV red
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Apds as reagbes especificas de coloracao os géis foram fizxados em
solucdo contendo 50% de metanol e 10% de acido acético glacial por 30
minutos € entdo foram armazenados em solucgfo contendo 10% de acido
acético glacial. Ambos os métodos de coloragdo histequimica foram
baseados no método de Dubowitz {1983).

Ji Determinacdo da atividade da enzima Citrato Sintase (E.C. 4.1.37)

A citrato sintase [CS) € uma enzima intramitocondrisl do cicle de
Krebs, que catalisa a condensacéo do oxaloacetato (OAA) com acetil-Coa,
dando inicio ao ciclo com a formacio de citrato. Medimos sua atividade
pelo método proposto por SRERE (1969). O meio de reacdo continha 0.1
mL de DTNB {1mM], 0,03 mL de acetili Coa {10mM)} e volume do
homogenato muscular correspondente a 50 uL. A reaco foi iniciada
acrescentando-se 0.05 mlL de OAA (10mM), completando com agua o
volume na cubeta. A reacdo foi seguida a 412 nm em espectrofotémetro
Beckman DU 640, acompanhando a formagio de TNB, segundo as

seguintes reaces:

Acetil Coa + Oxaloacetato citrato sintaseb Citrato + CoASH

CoASH + DTNB  reacso rapida, nao enziméticeb CoASTNB + TNB

Para o calculo da velocidade da reacdo enzimatica usamos a

formula:

A =E.cl; onde A é a absorbancia da amostra, E= 13.600 M.cm -1,
¢ € a concentracio de TNB e 1 &€ o caminho optico da cubeta. A leitura das
absorbancias em um determinado intervalo de tempo nos permitiu
determinar a sua diferenca € nos forneceu a velocidade da reacfo

enzimatica catalisada pela enzima citrato sintase.
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g} Analise densitométrica

As bandas dos complexos I e IV coradas histoquimicamente e as
bandas com a coloracdo Coomassie Blue foram analisadas usando-se
“Sharp-Scanner” para obtencéo da imagem e programa Image Master 1D-
Elite {Amershan Pharmacia, Uppsala, Suécia) com filtro vermelho, o
gual apresentou meihor resolucdo. Cada gel teve a area e a intensidade de
cada banda quantificada usando-se os parametros idénticos de resclucgo,
luz e brilho; além de possuirem sempre uma mesma amostra como padrio
interno, para que pudéssemos obter valores expressos em unidades

arbitrarias.

R) Andlises estatisticas

Todos os resultados estao expressos como média e desvio padrio. As
anélises estatisticas foram feitas utilizando-se o programa “Origin Microcal
Software” vers@o 5.0. Valores de probabilidade (p) < 0.05 e (f} > 0.9C
foram considerados significativos. Para anélise comparativa entre grupos

foi utilizado o teste Anova considerando significativo (p} < 0,05.
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RESULTADGOS




Para gualguer padronizacdo de método de eletroforese em
poliacrilamida inicialmente & necessédric normalizar a quantidade de
amostra a ser aplicada no gel. Como no caso deste trabalho utilizamos
guatro musculos com diferentes quantidades de mitocdndria tomamos
como parameiro a atividade da enzima citrato sintase, pois ja é conhecido
na literatura que sua atividade é proporcional a fracdo de mitocdndrias
encontradas nos diferentes misculos {Henrickson, 1995).

Para cada miusculo foram feitas dosagens da atividade da enzima
citrato sintase apbs centrifugacio a 20000 x ge a dosagem de proteinas
obtida apés extracdo com lauryl maltosideo conforme dados mostrados na
Tabela 2 (A} e (B), respectivamente.

Podemos observar que as amostras apresentam praticamente a
mesma guantidade de proteina mas que a atividade da enzima citrato
sintase varia muito entre elas. Assim, os resultados expressos na Tabela 2
mostram gue nac ha uma correlacio entre a atividade da enzima citrato
sintase e dosagem de proteinas mitocondriais.

Como esperado, os musculos mais oxidativos (sélec e gastrocnémio
vermelho) apresentam mais que o dobro de atividade que os musculos
mais glicogenoliticos (gastrocnémio brance e semitendinoso), mostrando

claramente as diferencas no niimero de mitocondrias em cada misculo.
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Tabela 2. Atvidade da enzima citrato sintase {4} e da dosagem de proteinas {B)
em diferentes miisculos de ratos?,

{A) Atividade da enzima citrato sintase {(nmol/min/mg tecido)
Musculo Séleo®

CGastrocnémio Gaestrocnémio Semitendinoso
YVermeiho®* HBranco
Médin 555 1173 346 427
Nimero 9 7 6 7
Variacdo 738-1006 1053-1323 273-451 317-511

*p< 0,001 para grupo soleo comparado com os demais grupos.

** p< 0,001 para o grupe gastrocnémio vermelho comparado com o grupo
gastroonémio brance e semifendinoso.

(Bl Dosagem de proteina (mg/ml)

Musculo Soéleo Gastrocnémio Gastrocnémio Semitendinoso
Vermelho Branco
Média 14,40 15,21 12,44 13,15
Numero 9 7 6 7
Variacdoe  12,4-16,5 11,8-16,8 10,7-13,6 11,5-14.,8

* A atividade da citrato sintase bem como a dosagem de proteinas foram medidas no homogenato extraido
apds a primeira uliracentrifugagio sendo usados os seguintes métodos respectivamente ; Srere (1969) ¢
Bradford (1976).
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Para que obtivéssemos um parametro para normalizacde de
quantidade de amostra aplicada, era necesséario obter a correlacio entre a
atividade da citrato sintase {enzima da matriz mitocondrial] e a
area/intensidade de algum complexo da cadeia de transporte de elétrons
separado por cletroforese BN-Page. Havendc uma linearidade entre a
atividade da CS e drea do complexo poderiamos descartar a dosagem de
proteinas como normalizacao de gquantidade de amostra aplicada no gel.

Antes de estudarmos a correlacic era necessario padronizar a
quantidade ideal {volume) de amostra a ser aplicada nos géis para que as
coloracoes fossem reprodutiveis.

A Figura 13 mostra o gel com 5Sul de cada amostra apods coloracio
com Coomassie Blue, tendo sido observado que usando-se um volume de
Sul. de amostra para cada "slot", obtinha-se umsa boa separacio e
coloragéo definida das bandas, o que foi considerado como coloracio ideal.

Podemos observar a posi¢cdo de cada complexo enzimatico da cadeia
de transporte de elétrons baseado em padrées de referéncia, como mostra

a Fig. 13 (Schagger & Jagow, 1991 e Zerbetto et al., 1997).
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A

COMPLLE

HERS

158LES

so gv gbst

Figura 13. A. Gel de eletroforese utilizado como padric para identificacio dos
complexos enziméaticos em diveros tecidos (1) corace de boi {2}
misculo esquelético de boi (3} coracho de rato (4) miusculo
esquelético de rato (5) coracao humano (6} misculo esquelético de
humano. (Zerbetto et al,, 1997} B. Gel de eletroforese em
poliacrilamida (BN-Page) submetido a coloracdo com Coomassie
Blue indicando as posi¢bes dos complexes da cadeia de transporte
de elétrons correspondente a 5ul da amostra (so} séleo (gv
gastrocnémio  vermelho {gh) gastrocnémio  branco  (st)
sernitendinose.

Apés normalizacdo da quantidade de amostra a ser aplicada nos géis
para padronizacao, estabelecemos qual seria a banda {complexo) ideal para
a correlacdo com a atividade da CS.

Baseado na coloracao ideal obtida e no trabalho publicadoe por
Zerbetto et al. (1997) no qual é mostrada uma correlagdo usando-se o
complexo III e sugeridc também o uso do complexo V, selecionamos o
complexo V como a banda a ser utilizada como padrio interno e para a
analise da correlagao area do complexo V .

A correlagdo entre a atividade da enzima citrato sintase nos guatre
diferentes musculos e a area da banda correspondente ao complexo V

corado com Coomassie Blue ¢ linear, conforme mostrado nas Figuras 14 a
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17. Estes dados mostram que o complexo V pode também ser utilizado

com marcador de quantidade de mitocdndrias nas amostras,

1650

4 Boles
1000+ n=8 A
4 o= 000065509
256 -4 1= D,S305
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o
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Area do Complexe V

Figura 14. Correlagdo entre a atividade da enzima citrato sintase e
area/intensidade do complexo V de musculo séleo de rato.
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Figura 15 . Correlagdo entre a atividade da enzima e a area/intensidade do
complexo V de misculo gastrocnémio vermelho de rato.
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Figura 16. Comrelacdo entre a atividade da enzima citrato sintase e a
area/intensidade do complexo V de misculo gastrocnémio branco
de rato.
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Figurs 17. Correlacdoe entre a atividade da enzima citrato sintase e a
area/intensidade do complexo V de misculo semitendinoso de rato,

Ainda era necessaria a padronizagdo da coloracdo histoquimica
especifica para que pudéssemos obter uma relacdo entre a area do
complexo V e as areas dos complexos | ¢ IV corados histoquimicamente.,

Na figura 18 sao comparados os géis corados por Cooomassic Blue e
através de coloraco histoquimica especifica para os complexos [ e IV.
Podemos observar que a posicio dos complexos | e IV, evidenciada pela
coloracdo histogquimica, corresponde a4 mesma banda detectada em
Coomassie Blue, mostrando a especificidade da coloracéo histoquimica e o
padrac ideal de coloracdo. O complexo IV aparece corado com duas
bandas, fato gue se deve 4 existéncia de uma forma monomérica e cutra

dimeérica da enzima (Schagger & Jagow, 1991).
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Flue MADH COX

20 ov gb 2t so gv gb st 50 gvoob st

123 4 5 6 78 9101112

Figura 18. BN-Page com coloragio por Coomassie Blue e colorache histogquimica

para ©s complexos I e IV da CTE. so (sélec), gv (gastrocnémio
vermelho), gh (gastrocnémio brance) e st {semitendinoso}.

Para cada amostra foram realizadas trés corridas de eletroforese
para gue pudéssemos testar a reprodutibilidade das analises e
padronizacao da técnica, conforme mostrado na Figura 19. Observa-se que
os musculos que possuem caracteristicas mais oxidativas apresentam uma
coloracae histoquimica mais intensa, provavelmente devide a um maior
numero de mitocéndrias.

A coloragao histoquimica do complexo IV [citocromo ¢ oxidase ~
COX) apresentou as maiores variagbes, como mostra a Figura 19 (triplicata
da mesma amosira). Além disso nos musculos com caracteristicas mais
glicoliticas ({por¢éo branca do gastrocnémio e semitendinoso) também
houve maior dificuldade na coloragio do complexo IV por Coomassie Blue
e pelo corante histoguimicoe especifico.

A quantidade de amostra (5pl) padronizada para coloracio com
Coomassie Blue foi a mesma usada na coloracéo especifica dos complexos
felV.
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Figura 19. Triplicata eletroforética de uma amostra de musculo de rato
realizada em trés dias diferentes e tratadas com 2o mesma
coloracdo. As linhas 1, 2, 3 e 4 correspondem & coloracie por
Coomassie Blue, as linhas 5,6, 7 e 8 3 coloracée histoguimica de
complexo [ (NADH desidrogenase) e as linhas 9, 10, 11 e 12 &
coloratao histoquimica do complexo IV (COX).
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Para determinarmos a atividade de cada um dos complexos em

relaco ao nlimero de mitocdndrias existente, expressamos as areas dos

complexos corados histoguimicamente em valores relativos 4 area do

complexo V, corado com Coomassie Blue para cada musculo, obtendo as

razdes mostradas na tabels 3.

Tabela 3. Valores guantitatives da atividade das enzimas NADH desidrogenase
{complexo I} e Citocrome © oxidase {complexo V) de misculo esquelético de rato obtidos a
partir da ragfc entre a atividade da enzima e o correspondente padraoc interno {complexo
V}. Os valores de p e 1 foram caleulados por avaliagdo estatistica de linearidade com p <

0,05,

{4} Razdo Complexo 1/V

Miusculo Séleo Gastrocnémio  Gastroenémic  Semibtendinoso
Vermelho Branco

Média 9,8 3,3 28,5 109,1

Namerc 6 10 4 4

VariacAo 4,8-12,7 2,8-8,6 5,3-82,0 43,7-275,4

2] 0,0123 <0,0001 0,1077 0,0085

r 0,9077 0,9373 0,8922 0,8914

{F Razio Complexo V/V

Musculo S6leo Gastrocn@&mio Gastrocnémio Semitendinoso

Vermelho Branco

Média 2,6 2,9 3.8 2,0

Nuamero O 8 7 7

Variacao 1.0-3,0 1,2-5,7 7.6-88,5 ,29-3,38

P 00,0006 0,0005 0,0437 0,0109

T 0,9797 0,9387 0,7679 0,8697
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Os valores mostrados foram obtidos através da  anslise
densitométrica das areas e intensidade dos complexos [ e IV corados
histoquimicarmente e do complexo V corado com Coomassie Blue, este
Gltimo utilizado como padrio interno. Dessa forma a técnica de BN-Page
em conjuntc com a coloracdo histoquimica especifica dos géis, nos
permitiu obter informacdes quantitativas em relacio as atividades dos

complexos da cadeia de transporte de elétrons,

Podemos observar pela Tabela 3 que em relagdo ao complexo I, os
musculos soéleo e gastrocnémio vermelho mostraram a melhor correlacao
linear € uma variagho menor, gquando comparados aos musculos
gastrocn€mic brancoe e semitendinosc. Assim, entre os musculos mais
oxidativos, podemos observar gue o misculo séleo é o gue possui a major
atividade do complexo I, enquanto a atividade da COX {complexo IV)
parece nao ter diferencas em relacéo ac misculo gastrocnémio vermelho.
Muito emborzé o estudo de Zerbetto et al (1997) tenha mencionado
dificuldades na coloracéo histoquimica da COX (citocromo c oxidase) para
miusculo esquielétice de rato, em nosso trabatho este tipo de coloracao
também apresentou correlacio linear, principalmente nos musculos
oxidatives. Nesta coloracdc os musculos com caracteristicas mais
glicoliticas (GE3 e ST) apresentaram valores de r < 0,9, ou seja, valores nao
considerados significativos estatisticamente mesmo com p < 0,05, em

algumas vezes.

Na razéao complexo 1/V os misculos mais glicoliticos mostraram
uma linearidade melhor e valores significativos de p e r; mas o nimero de
amostras utilizadas para obtencdo desses valores foi bem menor do que
aquelas utilizadas na razdo IV/V. Em ambas razdes I/V e IV/V as
variagbes dos wvalores utilizados para que obtivéssemos as razées foi bem
grande, sendo assim as coloracdes hiétoquimicas especificas de cada
complexo nesses muisculos mais glicoliticos ainda apresentam grande

dificuldade, como pode ser melhor observado nas figuras 20 e 21,



Razao Complexo |/ V

SO GV | GB | ST
Musculo esqueiético de rato

Figura 20. Razao entre a area do complexo I e do complexo V para obtencio de
valores guantitativos da atividade de enzimas da CTE {cadeja de
transporte de elétrons). GO {n=10; p<0,0001; r=0,937) SC (n=6;
p=0,0123; r= 0,907) GB (n=4, p=0,10776;r=0,892) 8T (n=4; p=
0,0085; r=0,991;

*p = 0,005 comparado com GV
= p = 0,014 comparado com S0

4%



Razéo Complexo IV / vV

Figura 21.

k¥

S0 GV GB ST
Muscuio esgquelético de rato

Razdo entre a area do complexo IV e do complexo V para obtencdo

de valores quantitativos da atividade de enzimas da CTE (cadeia
de transporte de elétrons). GB (n=38; p<0,00054; r=0,938) 80 (n=6;
p=0,00061; r= 0,979} GB m=7; p=0,0437; r=0,767) ST (n=7; p=
0,0109; r=0,869}

*p = 0,010 comparado com GV
*p = 0,016 comparado com SO
¥ p = 0,01 comparado com ST
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BN-Page € uma técnica eletroforética desenvolvida para separacao de
proteinas nativas que oferece uma variedade de aplicacoes: desde a
purificagdo final de proteinas pelo gel [por exemplo: producdo de
anticorpos], isolamento de proteinas de membrana diretamente a partir de
membranas biologicas até a identificacic de defeitos em complexos
protéicos da cadeia de transporte de elétrons em doencas e em situaces

especiais.

Apesar de Zerbetto ef al (1997) terem conseguido uma boa
padronizacao dessa técnica para musculo esquelético de humanos, os
resultados obtidos por esse autores quande utilizaram musculo
esquelético de rato ndo foram satisfatérios. No entanto, deve ser ressaltado
que nesse trabalho os autores néo trabalharam com um determinado
musculo isolado. Assim, para nossos objetivos foi extremamente
importante introduzir as modificacdes agui descritas no procedimento
utilizado por Zerbetto et al (1997). Com isso conseguimos resultados
bastante satisfatérios tanto pela reprodutibilidade quanto pela qualidade
de separacdo na corrida eletroforética quando utilizamos os musculos

soleo, gastrocnémio {por¢des vermelha e brancaj e semitendinoso de ratos.

O mausculo gastrocnémio brance foi o que apresentou maior
dificuldade na padronizagio, pois a maioria dos valores de p e r nao
apresentaram correlag@o estatistica. Ainda assim, nesse miisculo
observamos  que ambas as razées complexo I/V e complexo IV/V
apresentaram valores altos, sugerindo uma atividade aita destas enzimas
em relagdo ac numerc de mitocdndrias. Se comprovada, essa seria uma
adaptacdo importante para os muGsculos que possuem muito pouca

mitocHndria.

Nossos dados apresentam correlacdo com a tipagem de fibras
apresentada por Delp e Duan (1996) em ratos Sprague-Dawley, comgo

mostradc na tabela 4 que apresenta as porcentagens de fibras
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apresentadas nos musculos por nés utilizados e os dados dos complexos I

¢ IV com relacao ao complexo V tomado com padrao:

Tabels 4. Tipagem de fbras de musculs =
Duan, 1996} ¢ razbes obtidas em nosso o

squelétice de ratos Sprague-Dawley {Delp e
abalho (figuras 20 e 21).

I Ila b IIx (d) | Razdol/V |Razdc IV/V
SO 86% 6% 0% 8% 9,8 2,6
GV 55% 31% 1% 13% 5,3 2,9
GB 0% 0% 95% 5% 28,5 31,8
ST 3% 5% 74% 18% 109,1 2,0

Muito embora as razées obtidas em nosso trabalho apresentem

correlagao com a tipagem de fibras obtidas por Delp e Duan (1996, vale

lembrar que a linhagem dos animais utilizados nao foi a mesma.

Em estudo realizado por Smolka (1999} observou-se que o musculo

semitendinoso apresentava CPM predominante do tipo Ilb (100%)

caracterizando-0 como musculo altamente glicolitico. Em nosso trabalho

esse musculo apresentou razao complexo 1/V alta o que provavelmente

indica um namero baixo de mitocéndrias mas atividade alta de enzimas da

cadeia de transporte de elétrons.

No trabalho citado (Smolka, 1999} a tipagem de fibras nos musculos
SO e ST foi a seguinte:

Tabela S. Tipagem de fibras de masculo esquelético de ratos Wistar {Smeolka, 1999).

I Ia/IIx 1Ib
SO 96% 4%, 0%
ST 0% 0% 100%
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E importante também ressaltar que o nlmero de mitocdndrias dos
musculos glicoliticos € muito baixo e é interessante observar que apesar do
musculo semitendinoso apresentar 100% de fibras IIb {(Smolka, 1999},
caracterizando-o come glicolitico, ainda é possivel detectar atividade das
enzimas mitocondriais. Apesar dessa porcentagem de fibras Iih, ele
apresentou uma atividade da CS (citrato sintase) mais elevada gue a do
muscule gastrocnémio branco, indicando que ou o misculo semitendinoss
nac possui 100% de fibras IIb ou o musculo gastrocnémio branco {tipagem
de fibras nao determinada), por ser uma porcao glicolitica de um grupo
muscular misto, apresenta adaptacdes que diminuem a atividade de suas
enzimas glicoliticas e oxidativas, facilitando a alta atividade da porcio

mais oxidativa.

Juntamente a isso, em trabalho publicade por Howlett e Willis
(1998] foi mostrado que em mitocdndrias isoladas de misculo esquelético
de coelhos, a atividade da enzima isocitrato desidrogenase (NAD-
dependente} (IDH) em fibras do tipo IIb é duas vezes maior que aquela
apresentada em fibras do tipo 1. Isso pode ainda ser atribuido ao Kg

aparente baixc para ADP apresentado por esta mesma enzima em tecido

muscular e mitocondrias isoladas.

No mesmo frabalho, os autores comparam o homogenato de trés
diferentes musculos de rato (séleo, vasto superficial e vasto profundo} em
relacdo & atividade da mesma enzima (isocitrato desidrogenase)
normalizada pela atividade da citrato sintase {marcador de quantidade de
mitocéndria). O miscule vasto superficial, ¢ qual apresenta 97% de fibras
Iib, apresentou atividade da enzima IDH duas vezes maior quando
comparado ao musculo soleo {86% de fibras I). Ja o musculo vasto
profundo (56% de fibras do tipo Ila) apresentou atividade intermediaria

entre os outros misculos citados anteriormente.

Assim como no nosso trabalho onde observou-se atividade menor da

enzima citrato sintase nos masculos gastrocnémio branco e semitendinoso
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em relacdo aos misculos solec e gastrocnémio vermelho, outro estudo
mostrou que a atividade maxima das enzimas citrato sintase, succinato
desidrogenase ¢ malato desidrogenase foi menor, enguanto gue da
isocitrato desidrogenase foi maior em mitocéndrias isoladas do musculo

gracil (fibras IIbj em relag@o ao miisculo sdlec de ratos (fibras I} (Jackman
& Willis, 1996).

Parece claro que a atividade da citrato sintase {importante marcador
de contetido mitocondrial) ndo reflete diretamente g atividade de outras
enzimas, ja que muitas delas apresentam atividade aumentada em relacac

a quantidade de mitocdndrias determinadas no tecido.

Neste trabalho observou-se atividade aumentada do complexo [
(NADH desidrogenase] nos msculos com caracteristicas mais glicoliticas
6 que poderia ser correlacionado com a atividade aumentada da isocitrato
desidrogenase (IDH]), dos trabalhos citados anteriormente. Como a IDH é
uma enzima que catalisa a oxidacdo de isocitrato a a-cetoglutarato com
reducdo de NAD* a NADH, o aumento em sua atividade alteraria a Tazao
NADH/NAD", o que poderia levar a um aumento na atividade do complexo
I

Em ambos os trabalhos com ratos Wistar e ratos Sprague-Dawley, o
musculo sélec apresentou ntimero de fibras I e Ila maior que os demais
musculos, 0 gue sugere um maior numero de mitocondrias. Entretanto
usando-se a atividade da citrato sintase como parametro de quantidade de
mitocéndrias parece que o masculo gastrocnémio vermelho aparentou ser
mais rico em mitocéndrias, porém a razac complexo I/V do musculo soéleo
foi maior, sugerindo uma atividade maior desta enzima em relacdo ao

nimero de mitocéndrias.

A comparacao entre o tipo de fibra muscular e sua capacidade

oxidativa torna-se um estudo muito relevante para entendermos os
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mecanismos de adaptagdo aos quais as fibras sio submetidas durante

diferentes programas de treinamento.

Nossos resultados mostram que essa técnica associada a coloracao
histoquimica permite a identificacao dos complexos enzimaticos da cadeia
de transporte de elétrons através de suas reacbes especificas nos
diferentes tipos de misculos de ratos, sem a necessidade de isclamento
das mitocondrias. Talvez pelo maior niimerc de mitocindrias existentes, os
musculos mais oxidativos sfo os que apresentaram resultados mais
reprodutiveis. Uma vez padronizada a técnica, objetivo deste trabalho,
varias situaches especiais que podem induzir alteracbes em complexos da
cadela de transporte de ¢létrons poderfo ser mais facilmente estudadas,
entre clas o estresse induzido pelo  exercicic fisico ou por doencas

respiratérias crénicas.

Em estudo realizado por Zerbetto et al {1997) em pacientes com
deficiéncias nas enzimas responsaveis pela fosforilacio oxidativa e
responsivos a riboflavina foi observade um aumente na atividade dos
complexos da cadeia de transporte de elétrons em relacio ao nimero de
mitocondrias apés tratamento com riboflavina, demonstrando gue essa
técnica foi eficaz na deteccio de variacdes nessas atividades. Isso indica
que ela também pode ser usada para analise clinica ou para detectar
qualquer situacao que venha alterar para mais ou para menos a atividade

dos complexos mitecondriais.

Ja no caso do exercicio fisico muitas sao as alteracées bioquimicas e
morfolégicas que as cé€lulas musculares apresentam. Dessa forma a
técnica de BN-Page juntamente com a coloracio histoguimica, também
podera ser aplicada no estudo do aumento da capacidade oxidativa de
diferentes musculos submetidos a diferentes métodos de treinamento,
além do estudo da especificidade de cada fibra muscular {fibras vermelhas,

brancas e mistas].
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Alguns trabalhos mostram que ha um aumentc na porcentagem de
fibras vemelhas comparadas com a porcentagem de fibras brancas em
miisculos de animais e humanos apds treinamento (Gollnick et al, 1973).
Baldwin e colaboradores (1972) observaram um aumento de 2 vezes na
capacidade oxidativa dos trés tipos de fibras musculares (I, Ila e Iib} de
misculo esquelético de rate  depois de um protocolo de treinamento de

“endurance”,

O treinamento de “endurance” (ou continuo) tem sido associado a
mudancas na capacidade oxidativa do misculo esqueléticc bem como na
express&o de isoformas de miosina (Gosselin et al, 1992). No entanto,
alguns autores atribuem o aumento da capacidade oxidativa dos diferentes
tipos de fibras musculares, apbs um programa de treinamento, 2o
aumento na area da fibra muscular ¢ ndc & alteracdo no tipe de fibra
basico do musculo {Gollnick et al, 1973).

Em estudo realizado por Gosselin et al. {1992] mostrou-se que o
exercicio crémice nidc causou nenhuma mudanca na composicio de
isoformas lentas de CPM em musculos da regido costal do diafragma de
rato, porém, ao contrario do esperado, houve um aumento na atividade da
enzima succinato desidrogenase na fibras musculares de tipo I, Ila e IIb do

mesmo muscule.

Aumentos na capacidade oxidativa do musculo esquelético de
humanos ja foram associados a aumentos na atividade de enzimas da
cadeia de transporte de elétrons (NADH desidrogenase, succinato
desidrogenase ¢ citocromo ¢ oxidase) apés treinamento de endurance
(Krieger et al., 1980; Hoppeler et al., 1985; Henrickson, 1995 ; Green et al.,
1995}. Podem-se também notar aumentos na concentracio de citocromo ¢
conforme o tipo de exercicio, a intensidade ¢ a predominancia do tipo de

fibras musculares (Dudley et al., 1982).



57

Assim como 0 exercicioc € responsével pelo aumento da capacidade
oxidativa da mitocdndria, ele também é responsavel pelo aumento no
consumo de oxigénio em cerca de 10-20 vezes (Packer, 1997). Sabe-se que
em condiges fisioldgicas, cerca de 2-5% do oxigénio consumido pode ser
utilizado na redug@o univalente do oxigénio produzindo assim espécies
reativas de oxigénic (EROS) {Turrens & Boveris, 1980: Sjondin et al,
1990;.

Dessa forma, em uma situagic de exercicio fisico, onde a demands
de oxigénic estd aumentada, a producic de EROS também mostra-se
aumentada e em uma situacio em gue o ataque oxidativo ocasionado por
EROS, € maior que a defesa do organismo (enzimas antioxidantes,

glutationa e vitaminas) estabelece-se um estado de “estresse oxidative”.

A mitocdndria € o local onde se encontram sitios potenciais de
producao de EROS (Sjondin et al, 1990), dentre os quais o complexo I
(NADH desidrogenase] e a coenzima Q sdo os maiores produtores
{Takeshige, 1979; Turrens, 1980; Nohl, 1986; Sjondin et al., 1990; Packer,
1997).

Ja foi demonstrado que diferentes tipos de exercicio fisico podem
causar producao de EROS, aqueles com a demanda de oxigénio
aumentada causam vazamento de elétrons e outros que simulam uma

situacao de isquemia também podem aumentar a producioc de EROS
durante a reperfusao (Packer, 1997).

O dano causado pelo atague de ERCS 3 membrana da mitocdndria
pode ocasionar uma perda ou diminuicac da atividade de enzimas dos
complexos da cadeia de transporte de elétrons, especificamente na
citocromo oxidase, como ja foi demonstrado por Gollnick et al {1990) e
Soussi (1990).

Nessas diversas situagbes de estresse a que pode levar o exercicio

fisico, a utilizacdo de uma técnica como BN-Page, juntamente com a
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coloragac histoquimica agui descritas e padronizadas possibilita um
estudo global das alteracdes envolvidas ao nivel das atividades dos
diferentes complexos da cadeia de transporte de elétrons. Tendo em vista
que nosso laboratorio estd envolvido num amplo estudo do exercicio fisico
e na avaliacdo de oxigenoterapia como tratamento de pacientes com

DPOC, foi extremamente importante a padronizacio dessa nova técnica.
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CONCLUSAQ
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Os dados aqui apresentados mostram que € possivel obter uma
correlacao entre a atividade da enzima citrato sintase, conhecida como
otimo marcador de quantidade de mitocéndrias, € a area/intensidade do
complexo V obtido através de BN-Page nos musculos saleo, DOrgao branca

e vermelha do gastrocnémio e semitendinoso.

Essa correlagdo linear {p < 0,05 e r > 0,85 nos diferentes musculos]
entre citrato sintase ¢ complexo V foi obtida com um nfmero grande de
amostras ¢ também possibilitou a utilizacdo do complexo V como

marcador da quantidade de mitocdndrias.

Os miusculos soleo e gastrocnémio vermelho mostraram a melhor
correlagéo linear e uma variacdo menor, guando comparados aos
musculos gastrecnémic branco e semitendinoso. Observou-se que os
misculos que possuem caracteristicas mais oxidativas apresentam uma
coloragéo histoquimica melhor, provavelmente devido a concentracdo de

enzimas aumentada.

Nossos dados mostram que aparentemente agueles musculos
(gastrocnémio branco e semitendinoso} que possuem uma quantidade
menor de mitocondrias tem a atividade de seus complexos aumentada em

relagdo aos musculos mais oxidativos.
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PERSPECTIVAS
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Esse trabalho teve como objetivo a padronizacdo de uma técnica
pouco utilizada para ¢ estudo dos complexos da cadeia de transporte de
elétrons. A especificidade dessa técnica € muito maior ja que a técnica de
metodos espectrofotométricos, pois estes podem detectar outras

atividades celulares além das enzimas especificas desejadas.

Existem ainda muitos questionamentos em relacao as diferencas na
composicdo, a atividade enzimética especifica e aos marcadores de
contetGido protéico das mitocondrias de diferentes tipos de fibras
musculares. E essa padronizacie nos quatro diferentes misculos
esqueléticos de rato abre perpespectivas para uma analise das diferencas
moriologicas e funcionais dos mesmos; além também do acompanhamento
das adaptacées oxidativas resultantes de diferentes tipos de treinamento

fisico {continuo e intermitente} e de doencas com a DPOC.
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ANEXO I




PROTOCOLOS DE TREINA

LMENTD

75

a) Fase I (primeiras 4 semanas): aumento progressivo na intensidade e
duragao do esforco

bj Fase II (Gltimas 4 semanas): manutencao da intensidade e duracdo do
esforco atingidas na 42 semana.

Continuo lotervalado
Semanas |Velocidade | Tempo | | Velocidade | Tempo | Pausa | Numero
(m/min) | (min) || (m/min) | (min) | (min) Repjggé%
1= 15 20 20 5 2 4
22 20 30 30 2,5 1 4
32 22,5 45 32,5 2,5 1 &
4 25 60 35 2,5 1 6
52 a 8= 25 60 35 2,5 1 5]
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