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RESUMO

A resposta adaptativa decorrente de um programa de treinamento esta relacionada a um intenso
processo de sintese protéica, cujo efeito cumulativo de varias sessdes de exercicio leva a
alteracbes fenotipicas do musculo e aumento de rendimento em capacidades biomotoras diversas.
Para isso é necessario um tempo adequado de recuperagdo entre os estimulos. Um processo
continuo de treinamento intensificado sem o tempo de recuperacdo adequado é denominado
overtraining. Este pode culminar em basicamente dois estados diferenciados em relagdao ao
desempenho: overreaching funcional (FOR), com manutencao ou mesmo melhora de desempenho
apo6s o descanso, e overreaching nao funcional (NFOR), caracterizado pela queda no desempenho
por tempo prolongado. A visualizacdo das alteragdes agudas e cronicas do perfil protéico tanto de
células como de fluidos pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos envolvidos nos estados
FOR e NFOR, e possibilitar a identificacdo de marcadores que auxiliem na deteccdo desses
estados. Nesse contexto a analise protedmica pode ser uma ferramenta bastante util, pois permite
separar, quantificar e identificar o perfil protéico de tecidos e fluidos bioldgicos. A presente tese
esta dividida em duas partes: pesquisa (Parte I) e ensino (Parte II), que refletem as experiéncias
vividas desde a iniciagdo cientifica, sendo igualmente relevantes para minha formacdo académica.
A Parte I é constituida por trés capitulos cujo objetivo principal foi investigar as alteragdes agudas
e cronicas decorrentes do exercicio fisico no perfil protéico do soro de ratos através da analise
protedmica. O capitulo 1 apresenta uma revisdao sobre os mecanismos moleculares envolvidos na
resposta adaptativa ao treinamento, as proteinas do soro, as técnicas utilizadas na analise
proteémica e sua aplicabilidade nas pesquisas com exercicio. O capitulo 2 apresenta as alteracbes
agudas no perfil proteico do soro de ratos submetidos a um exercicio exaustivo de média duragao
em esteira, 3 e 24 horas apds o estimulo. As proteinas diferencialmente expressas 24 horas apds
0 exercicio corresponderam a proteinas de fase aguda sintetizadas em resposta a instalagdo de
um processo inflamatorio, indicando que a geragdao de microtraumas e a inflamagdo sdo partes
integrantes da resposta aguda ao exercicio. O capitulo 3 apresenta as alteragdes no perfil proteico
do soro de ratos submetidos a um protocolo de indugdao ao continuum treinamento-overtraining,
desenvolvido recentemente no nosso laboratério, e que produz animais nos estados FOR e NFOR.
As proteinas diferencialmente expressas indicam um quadro antiinflamatério nos animais do grupo
FOR e alteragoes protéicas que favoreceram os processos adaptativos envolvidos na biogénese
mitocondrial e regeneracao do tecido danificado. Também apresentaram melhora no perfil lipidico.
O grupo NFOR apresentou alteracbes de proteinas de fase aguda indicando um processo
inflamatério instalado e alteracbes de algumas proteinas que podem ter prejudicado o
desencadeamento da resposta adaptativa, resultando na queda da performance. A Parte II da
tese apresenta uma proposta de atividade pratica, aplicada num curso de especializagcdo com
enfoque em bioquimica para alunos de Educagdo Fisica e Nutricdo. Essa atividade consiste na
discussdo dos conceitos de Indice Glicémico e Carga Glicémica a partir de dados obtidos pelos
proprios alunos. Utilizamos essa aula para a introducdo ao estudo das vias de sintese e integragdo
metabdlica no estado alimentado.

Palavras—-Chave: proteoma de soro, eletroforese bidimensional, treinamento fisico, overtraining,
ensino de bioguimica.
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ABSTRACT

The adaptive response to a training program is related to an intensive process of protein
synthesis, which cumulative effect of multiple sessions of exercise leads to muscle phenotypic
alterations and increases different physical capacities. For such adaptation an appropriate time for
recovery between stimuli is required. A continuous process of intensified training without
adequate recovery time is called overtraining. It can result in basically two different states
concerning performance: functional overreaching (FOR), with maintenance or even improvement
of performance after the recovery period, and non-functional overreaching (NFOR), characterized
by performance decrement for a prolonged period. The visualization of acute and chronic changes
on the protein profile of both cells and fluids may help one to understand the mechanisms
involved on FOR and NFOR states, and it can enable the identification of biomarkers helping to
detect these states. Within this context the proteomic analysis can be an interesting tool as it
enables to separate, identify and quantify the protein profile of tissues and biological fluids. This
work is divided in two parts: research (Part I), and education (Part II), which represent the
experiences that I have been living since my scientific initiation and therefore, both are relevant
for my education. Part I consists of three chapters in which the main goal is to investigate the
acute and chronic changes in response to exercise in serum proteins profile of rats by proteomic
analysis. Chapter 1 presents a review of the molecular mechanisms involved in the adaptive
response to training, serum proteins, the techniques used in proteomics analysis and its
applicability on exercise research. Chapter 2 presents the acute changes in serum protein profile
of rats submitted to an exhaustive exercise of average duration on a treadmill, 3 and 24 hours
after the stimulus. The proteins differently expressed 24 hours after the exercise were the acute-
phase protein synthesized in response to installation of the inflammatory process, indicating that
the generation of micro trauma and inflammation are parts of the acute response to the exercise.
Chapter 3 reveals the changes in the serum protein profile of rats, submitted to an exercise
protocol developed recently in our laboratory, to induce the animals through the continuum
training-overtraining, leading the animals to the FOR and NFOR states. The differently expressed
proteins indicate an anti-inflammatory process in the animals that were in the FOR group and
protein changes which favored the adaptive processes involved in mitochondrial biogenesis and
the complete recovery of tissue damage, as well as the improvement on the lipid profile. The
NFOR group presented changes of acute phase proteins indicating the instalation of an inflamatory
process and alterations in some proteins that may have impaired the development of the
adaptive response, which results in performance decrement. Part II of this work shows a proposal
for a practical activity implemented in a specialization course with focus on Biochemistry for
Physical Education and Nutrition students. This activity consists in the discussion of the Glycemic
Index and Glycemic Load concepts through data obtained by the students. This class is used to
introduce the study of synthesis pathways and metabolic integration in the fed state.

Key-words: serum proteome, two-dimensional electrophoresis, physical training, overtraining,
biochemistry teaching.
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PARTE I:
PESQUISA



CAPITULO 1

PROTEOMA DO EAXERCiCIO: APLICABILIDADE NA
CIENCIA DO ESPORTE



RESUMO

Os beneficios gerados pela pratica regular de exercicios na promocdo da saude e prevencao de
doencas cronico-degenerativas estdao relacionados a capacidade das nossas células se adaptarem
em resposta a atividade fisica. A resposta adaptativa é determinada pelo tipo, volume e
freqliéncia de aplicacdo dos estimulos, que ativam vias de sinalizacao distintas, a transcricao de
genes especificos e posterior sintese protéica. O treinamento de endurance envolve a ativacdo de
enzimas como AMPK, MAPK e proteinas dependentes de Ca?*, que sinalizam a sintese de proteinas
envolvidas no metabolismo oxidativo e biogénese mitocondrial. J& o treinamento resistido esta
relacionado a ativagdao da enzima mTOR, inibicdo da transcricdo de genes relacionados a atrofia e
aumento da sintese de proteinas contrateis, com aumento da massa muscular. Os mecanismos
moleculares envolvidos no processo adaptativo ao nivel proteico ainda ndo sao totalmente
compreendidos. Neste contexto, a proted6mica pode ser uma ferramenta Util, pois permite separar,
quantificar e identificar o perfil proteico de tecidos e do sangue, que reflete o estado fisioldgico
dos tecidos. A utilizacdo da analise protedmica na ciéncia do esporte estd no inicio. Ainda sdo
poucos os estudos que se preocupam em desvendar os mecanismos moleculares envolvidos nos
processos adaptativos e ndo-adaptativos decorrentes do exercicio fisico. Os objetivos dessa
revisdo sdo discutir as vias de sinalizagdo protéica ativadas em resposta aos treinamentos
resistido e de endurance, apresentar as proteinas mais abundantes no soro, os principios e
técnicas envolvidas na analise protedmica e apontar perspectivas futuras dentro da fisiologia do

esforgo.

Palavras-Chave: Proteoma; Eletroforese Bidimensional; Exercicio Fisico; Ciéncia do Esporte.



INTRODUGCAO

A pratica regular de atividade fisica esta associada a diversos beneficios para a saude e
prevencdo de doengas crdnicas degenerativas como doengas cardiovasculares'?, osteoporose?,
diabetes*®, dislipidemias®, obesidade’, cAncer®®, hipertensdo!®!! e depressdo?.

Tais beneficios estdo relacionados a capacidade de adaptacao das diversas células do nosso
organismo em resposta ao estimulo do exercicio. A resposta adaptativa esta relacionada a
ativacdo da transcricdo de genes e posterior sintese protéica, que irdo conferir as células
caracteristicas Unicas e melhores do que as detectadas anteriormente!®. O fenétipo adaptativo
resultante é determinado pelo tipo, volume, intensidade e freqiéncia do treinamento aplicado,
qgue ativardo vias de transducdo de sinal especificas, gerando caracteristicas fenotipicas
distintas* >,

Hamilton e Booth!” ao realizarem uma retrospectiva em relacdo as pesquisas com exercicio
no ultimo século mostraram que o avango do conhecimento ao nivel molecular das respostas
adaptativas ao exercicio, se deve a aplicacdo e melhoria das técnicas de biologia molecular. ]a
neste século, diversos trabalhos mostraram alteracdoes da expressao de diferentes genes, assim
como a ativagdo de varias vias de transducdo de sinal em resposta a diferentes tipos de
exerCI'Ci0518'19'20’21’22'23’24'25.

E inegdvel que estes estudos contribuem para o aumento do conhecimento na &rea, mas
ainda permanecem grandes lacunas na compreensao dos mecanismos adaptativos como um todo.
Ainda ndo sabemos como as vias de sinalizacdo interagem entre si. Quais os niveis de ativagdo
das enzimas-chave envolvidas na transdugdo do sinal? Qual o nivel de alteragao no perfil proteico
decorrente da ativagdo génica? Qual interacdo destas proteinas permite que as adaptagoes
geradas consigam prevenir o desenvolvimento de diversas doengas cronico-degenerativas, ou
mesmo auxiliar no seu tratamento atenuando os sintomas?

Estas, entre outras questGes, exigem uma visdo mais ampla do que esta ocorrendo dentro
das células e que se refletem nos fluidos bioldgicos. Neste contexto, uma técnica interessante
para auxiliar na busca por estas respostas é a protedOmica. A analise protedmica permite separar,
quantificar e identificar em larga escala o perfil proteico de tecidos e fluidos bioldgicos,
possibilitando uma visdo mais global do que esta ocorrendo em diferentes situagdes fisiolégicas ou
patoldgicas®.

Através da analise protedmica é possivel caracterizar o fluxo de informagdes desencadeado
por proteinas que controlam a transcricdo de diversos genes em diferentes processos bioldgicos. E

possivel saber também quais as modificagdes pds-traducionais que ocorrem em tais proteinas®’-8,



Apesar de seu grande potencial, a analise protedmica ainda é pouco aplicada na pesquisa com
exercicio. Até marco de 2009 apenas seis trabalhos foram publicados nesta drea??:3%:31:32:33,34,

A presente revisdo apresenta uma compilacao dos mecanismos moleculares envolvidos nas
vias de sinalizagdo proteica em resposta aos treinamentos de endurance e resistido, as principais
proteinas constituintes do soro, além dos principios e técnicas utilizadas na analise protedémica.

Apresenta ainda algumas aplicacdes desta técnica na ciéncia do esporte.

MECANISMOS MOLECULARES
INTRAMUSCULAR AO EXERCICIO

O estimulo do exercicio fisico gera um disturbio da homeostase celular que ativa proteinas,

ENVOLVIDOS NA RESPOSTA ADAPTATIVA

quinases e fosfatases, envolvidas em vias de sinalizagao intracelulares. Estas, por sua vez, ativam
a transcricdo de genes especificos e posterior sintese de proteinas.

O processo adaptativo ao treinamento fisico sistematizado é decorrente de um efeito
cumulativo da ativagdo destas vias a cada sessdo de treino no decorrer do tempo. Todas as
diferentes vias sdo estimuladas durante o exercicio e permanecem ativadas por poucas horas (2-3
horas) apds o término da atividade. J& o processo de sintese protéica pode permanecer
estimulado por mais de 24 horas, sendo influenciado em grande parte pela disponibilidade de
nutrientes®3%, Assim, para que a resposta adaptativa seja positiva é necessadrio um tempo de
recuperacao adequado (Figura 1).

. Reposta adaptativa :
Resposta aguda: Transiente Alteracs %o fenétipo
7~ Duranteo N O N
exercicio Minutos Apos 3-12 horas apés Dias - Semanas
Alteracao na Ativacdo das
homeostase: vias de Ativagdo da Aumento na
'[ Ca2+] transducéo de transcricdao sintese de
sinal: génica: Proteinas:
ltamp/aTe]  |=> =D =
[PCr] e AMPK Aumento da Expressdo
l [Glicogénio] MAPK expressdo de diferencial do
mTOR RNAm de genes perfil protéico.
EROs \ CaMK especificos. ]
Alimentacao e tempo de recuperacao adequado

Figura 1: Esquema representativo de uma linha do tempo na qual acontecem as alteragdes celulares decorrentes do
treinamento que levam & uma resposta adaptativa. Adaptado de Hood?’. [Ca?'] - concentragdo de calcio; [AMP/ATP] -
razao das concentragdes de Adenosina Monofosfato e Adenosina Trifosfato; [PCr] — concentracao de Fosfocreatina; EROs -
Espécies Reativas de Oxigénio; AMPK - proteina quinase ativada por AMP; MAPK - proteina quinase ativada por
mitégenos; mTOR - mammilan target of rapimicin ; CaMK - calcio/calmodulina quinase; RNAm - RNA mensageiro.



O fenotipo adaptativo resultante serd determinado pelo tipo, freqUéncia, intensidade e
volume de treino aplicado. A manipulagdo dessas varidveis desencadeara respostas distintas
devido ao tipo de fibras recrutadas, magnitude de microtraumas gerados na musculatura,
respostas hormonais distintas, magnitude de alteracbes nas concentracdes de metabdlitos e o
tempo de duracao destas alteragdes.

Dentre os estimulos ativadores das vias de transducdo de sinal encontram-se o préprio
estresse mecanico (gerador de uma série de microtraumas que instalam uma resposta
inflamatdria local para o reparo); o aumento na concentracdo intracelular de Ca®*; a alteracdo do
estado redox celular (aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio - EROs); as
alteracdes hormonais; a diminuicdo da concentracdo de ATP e os substratos energéticos como
glicogénio e fosfocreatina®>.

O mecanismo preciso envolvido em cada via de ativacao e suas respectivas sinalizagOes
bem como a interacdo entre estas vias em resposta ao tipo de exercicio ainda ndo sdo totalmente
compreendidos. Tentaremos abaixo compilar os resultados de diversos estudos relacionados aos
possiveis mecanismos moleculares envolvidos na adaptacdo ao treinamento de endurance e ao

treinamento resistido.

Treinamento de Endurance

A principal adaptagdo na musculatura propiciada pelo treinamento de endurance
(intensidade moderada e longa duragdo) é a melhora na capacidade oxidativa, decorrente de um
aumento no numero de mitocondrias e melhora da utilizacdo de acidos graxos como substrato
energético.

O aumento do nimero de mitocondrias, processo conhecido como biogénese mitocondrial,
envolve a ativacao da transcricdo de genes tanto do DNA mitocondrial quanto do DNA nuclear. Os
processos de fusdo e fissdo das mitocOndrias existentes também sdo de extrema importancia
tanto para a biogénese mitocondrial como para a manutengdo da arquitetura desta organela®®3°,

Uma enzima-chave na regulagdo destes processos é a PGCla (proliferator-activated
receptor-y coactivator 1a). Essa enzima parece desempenhar um papel central nos processos
adaptativos envolvidos no treinamento de endurance. Ja foram relatados aumentos tanto do
conteldo de RNAmM quanto do conteldo proteico desta enzima em resposta a este tipo de

38,40,41

exercicio . Os estimulos relacionados a esta ativagdo incluem aumento nas concentracées de

Ca’* intracelular e a ativacdo das enzimas AMPK e MAPK.



Evidéncias indicam que a PGCla é uma das responsaveis pela regulacdo de vias que levam
a fusdo de mitocodndrias, sendo que a ativacdo das mesmas ja foi relatada apdés um teste de 10
km em bicicleta®?.

Outro ponto chave regulado pela PGCla é a ativacdo do fator de transcricdo NRF 1 e 2
(nuclear respiratory factor 1 e 2). Diversos trabalhos mostraram um aumento na expressao de

NRF1 e NRF2 em resposta ao exercicio de endurance®**

. A ativacao dos NRFs parece estar
relacionada ao aumento da transcrigdo do fator de transcricdo mitocondrial A (Tfam), responsavel
pela ativagdo da transcricao e replicagdo do DNA mitocondrial, e diversos fatores que ativam a
transcricdo de proteinas mitocondriais no DNA nuclear (NEMPs), incluindo os fatores de
transcricdo mitocondrial TFB1M e TFB2M*,

A PGC1la ativa também a PPAR (peroxisome proliferator activated receptor), responsavel
pela regulacdo da expressao de varios genes relacionados a enzimas envolvidas na oxidagdo de
acidos graxos*>*®, Diversos estudos mostraram a ativacdo desta via em resposta ao exercicio de
endurance. Especula-se também a participacdo da mesma na conversao de fibras rapidas para
fibras lentas*’ 8,

A enzima AMPK é sensivel ao estado energético da célula. Um aumento na razdo AMP/ATP
leva a uma maior ligagdo do AMP a esta enzima, tornando-a mais sensivel a acdo de diversas
guinases como calcio/calmodulina quinase (CaMK), STRAD (Ste-related adapter protein), MO25
(mouse protein 25) e LBK1, sendo dessa forma ativada. Esta ativacdo estimula a captacao de
glicose pelas células, devido a migracdo dos transportadores de glicose (GLUT4) para a
membrana. A AMPK também estimula a oxidacdo de gordura através da inibicdo da enzima
acetilCoA carboxilase. Esta enzima é responsavel pela formacdo de malonilCoA, um efetor
alostérico negativo da enzima carnitina palmitoil transferase 1 (CPT1), envolvida em um dos
passos limitantes da degradagdo de acidos graxos: seu transporte para dentro da mitocéndria®.

A AMPK também esta envolvida na ativagao da transcricdo de genes das enzimas do ciclo
de Krebs, proteina desacopladora 3 (UCP3), GLUT4, PGC1a, hexoquinase e citocromo c!*°°,

O aumento do Ca®* intracelular ativa algumas proteinas quinases sensiveis ao célcio como
calcineurina e calcio/calmodulina (CaMK). A CaMK fosforila diretamente a PGCla, e também
promove o aumento da sua sintese, inibindo a HADC (histone deacetilase). Quando inibida, a
HADC permite que o fator de transcricdo MEF2 (myocyte enhancing factor 2) se ligue a regido
promotora do gene da PGCla, aumentando sua expressdao. A CaMK ativa também o fator de
transcricdo CREB (cAMP response element binding protein), envolvido na ativacao da transcricao

de genes relacionados ao tipo de fibra. A calcineurina, por sua vez, ativa o fator de transcricao



NFAT (nuclear factor of activated T cells), também envolvido na expressdao de proteinas
contrateis®’.

A MAPK representa uma familia de proteinas compostas por quatro proteinas sinalizadoras:
ERK1 e ERK 2, MAPKp38 e JNK. Um dos principais estimulos para ativacdo das MAPKs é o
aumento de EROs proporcionado pelo exercicio de endurance. As proteinas ERK 1 e 2 estao
envolvidas no aumento da oxidacao de gorduras, inibindo a enzima acetilCoA carboxilase e
ativando a enzima lipase hormonio sensivel. Além disto, aumentam a captacdo de acidos graxos
pela célula, recrutando mais proteinas transportadoras (CD36) para a membrana. A MAPKp38
também ¢é ativada pela CaMK, e ativa diretamente a PGC1la e o fator de transcricao MEF2. A IJNK
ativa genes relacionados a c-jun e c-fos envolvidos nos mecanismos de apoptose, proliferacao
celular, inflamacdo. Por estas funcdes especula-se sobre sua participacdo no reparo da célula
muscular>?.

Devido ao processo de biogénese mitocondrial envolver tanto a ativacdo da transcricdo do
DNA nuclear quanto mitocondrial, um importante passo deste processo é o transporte das
proteinas do citosol para a matriz mitocondrial. Este passo envolve o funcionamento das
translocases presentes na membrana externa (TOM) e membrana interna (TIM) mitocondrial,
além da HSP70. Um prejuizo neste mecanismo, como observado em algumas patologias, parece
relacionado a um funcionamento inadequado das mitocondrias, levando a uma ineficiéncia na
producdo de energia®>**. Embora em pequena quantidade, alguns trabalhos apresentaram
evidéncias de que o exercicio melhora a maquinaria de transporte presente na membrana
mitocondrial, favorecendo o processo de biogénese mitocondrial®>°,

A Figura 2 esquematiza as principais vias envolvidas na resposta adaptativa ao treino de

endurance conhecidas até o momento e suas possiveis interagoes.
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Figura 2: Esquema representativo das vias de adaptacdo ao treino de endurance. Verde: estimulo do exercicio; azul: resposta
adaptativa. Aumento de IL6 e diminuigdo das reservas de glicogénio, fosfocreatina (PCr) e da razdo ATP/AMP ativam a AMPK que ativa
fatores de transcricdo (FT) envolvidos na sintese de proteinas desacopladoras 3 (UCP3), enzimas do ciclo de Krebs (TCA), enzima
hexoquinase (HQ), citocromo c e PGC1a. O aumento de EROs (espécies reativas de oxigénio) ativam a familia MAPK (MAPKp38, ERK,
JNK) que sinalizam a sintese de miosina tipo I e PGC1a. O aumento de calcio ativa a calmodulina quinase e calcineurina que aumentam
a sintese de PGC1la e miosina tipo I, respectivamente. Todas estas cascatas ativam diretamente a PGCla que é a principal sinalizadora
para biogénese miotocondrial e sintese das enzimas de Beta oxidagdo e fatores de transcricio do DNA mitocondrial
(TFAmM/TFB1m/TFB2m).
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Treinamento Resistido

A principal adaptacdo decorrente do treinamento resistido € o aumento da massa muscular
e melhoria no recrutamento neural, que levam a um aumento na produgao de forca muscular.

O aumento da massa muscular é decorrente de dois mecanismos: hipertrofia das células
existentes (aumento da seccdo transversa da fibra muscular) e hiperplasia (aumento do nimero
de fibras musculares)®.

Para a reorganizacao da célula muscular é necessario que a taxa de sintese protéica supere
a taxa de degradacdo®’. Assim, seria esperado que o exercicio ativasse as vias de transducdo de
sinais para gerar um aumento na sintese de proteinas contrateis, e ao mesmo tempo inibisse as
vias intracelulares que sinalizam atrofia. A ativacdo e a inibicdo destas vias, aliadas a alimentacao
adequada, produzem um balanco nitrogenado positivo, necessario para que ocorra o
anabolismo?®,

As principais vias envolvidas nestes processos sao as cascatas desencadeadas pela insulina
e fatores de crescimento como IGF1. Diversos estudos ja mostraram que a atividade contratil leva
a um aumento na quantidade de receptor para IGF1 e também uma maior liberacdo deste
hormdnio pela musculatura, que atua de forma paracrina e autdcrina®®®°,

O IGF1 ativa a proteina PI3K (fosfoinositol 3 kinase), que leva a ativacdo da proteina
quinase B (PKB) ou AKT. Uma vez ativa, a PKB é capaz de fosforilar as enzimas GSK3p (glycogen
synthase kinase 3/), FOXO (forkhead transcription factor) e TSC2 (tuberin), inativando-as®®.

A inativacdo da GSK3B proporciona um aumento no processo de traducdo de diversas
proteinas, devido ao aumento na atividade do fator de iniciagdo eIF2 (eucaryotic initiation factor
2), envolvido na ligagdo do RNA transportador (RNAt) a subunidade 40S do ribossomo®?.

A fosforilagdo da proteina FOXO promove sua saida do nucleo da célula, impedindo a
ativacdo de fatores de transcricdo que sinalizam a sintese de proteinas envolvidas na atrofia
muscular®3. A atrofia esta relacionada a uma alta taxa de degradacdo das proteinas contrateis da
célula muscular.

Os proteassomos sao macromoléculas envolvidas na degradagdo de proteinas. Nos
eucariotos representam o principal mecanismo de degradacao protéica, incluindo as proteinas
contrateis actina e miosina. Para serem degradadas via proteassomos, as proteinas sofrem
ubiquitinacdo, reacdo catalisada por uma familia de enzimas chamadas ubiquitina ligases. No caso
da musculatura, as enzimas MAFBx e MuRF ja foram identificadas como as principais sinalizadoras

da degradacdo das proteinas contrateis®.
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A fosforilagdao da TSC2 impede que ela iniba a mTOR (mammalian target of rapimicin). A
mTOR esta envolvida na fosforilagdo de duas proteinas chaves no controle da sintese proteica:
4E-BP (4E binding protein) e S6K1 (70KDa S6 protein kinase).

A fosforilagdo da S6K1 e sua conseqlente ativacdo leva a hiperfosforilacdo da proteina
ribossomal S6, que estd associada ao aumento da traducdo de RNA mensageiros de proteinas
ribossomais e fatores de alongamento, favorecendo o processo de sintese proteica. A fosforilacdo
da 4E-BP faz com que esta proteina se desligue do fator de iniciacdo eIF4B, permitindo o inicio da
tradugdo®®.

Outro processo importante para o aumento da massa muscular é a ativacdo de células
satélites. Estas células sdo, na verdade, mionucleos que estdo localizadas na lamina basal da
célula muscular em estado quiescente. Quando ativadas, as células satélites podem inserir mais
nucleos na fibra muscular existente, podem se agrupar e dar origem a uma nova fibra muscular
assim como voltar a ficar quiescentes®.

Os estimulos associados a ativacdo das células satélites incluem a prépria ruptura do
sarcolema devido ao estresse mecanico gerado pelo exercicio, rapida elevacdo de Ca?*, ativando a
calcineurina®?, sinalizagdo via citocinas (IL6), devido & instalagdo de um processo inflamatério®® e
diminuigdo na concentracdo de miostatina®’.

A Figura 3 esquematiza as vias envolvidas na resposta adaptativa ao treino resistido e suas

possiveis interagdes.
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Figura 3: Esquema representativo das vias adaptativas em reposta ao treinamento resistido. Preto: estimulo do exercicio; verde vias ativadas;
vermelho vias inibidas; azul resposta adaptativa. Aumento de calcio ativa a calcineurina que sinaliza a sintese de miosina do tipo II. A
calcineurina, o aumento de EROs e IL6 ativam a proliferacdo de células satélites que podem se diferenciar e inserir novos nucleos a fibra
muscular (hipertrofia) ou se regenerar voltando a compor o pool de células satélites daquela fibra ou se agrupar e dar origem a uma nova fibra
muscular (hiperplasia). IGF1 (fator de crescimento semelhante a insulina) produzido pela prépria musculatura ao se ligar a seu receptor ativa a
proteina quinase B (PKB ou akt) que inibe a TSC2, GSk3B e FOXO. A inibicdo da TSC2 ativa a mTOR que favorece o processo de tradugdo
estimulando a sintese proteica. A inibicdo da GSk3p ativa o fator de iniciacdo (eIF2) favorecendo o processo de traducdo e conseqlientemente a
sintese proteica. A inibicdo da FOXO inibi a transcricdo de genes relacionados a atrofia (MAFBx e MURF) diminuindo o processo de degradagao
proteica.
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PROTEINAS DO SORO SANGUINEO
O sangue reflete o estado fisiolégico de todos os tecidos. Ou seja, contém proteinas ou
fragmentos de proteinas com funcGes distintas, cujas concentracbes sdo alteradas em situagoes

diversas como doencgas, desnutri¢cdo, gravidez, traumas, infeccdes®®®°

. O acesso e visualizacao
dessas proteinas no soro e sua correlagdo com o que esta ocorrendo nos tecidos em diversas
situacdes poderiam indicar alvos proteicos Uteis para serem utilizados no diagndstico de doencas,
assim como no monitoramento de seu tratamento’®.

No caso do exercicio fisico, a correlacdo das proteinas séricas com as alteracdes proteicas
gue ocorrem na musculatura também poderia ser uma ferramenta Util para o acompanhamento
dos efeitos do treinamento.

As concentragdes das diversas proteinas no soro variam desde milimolar, para proteinas
abundantes como a albumina e imunoglobulinas até femtomolar, para as menos abundantes, que
também representam fragmentos de proteinas dos diversos tecidos’’.

Dentre as proteinas abundantes encontram-se também as chamadas proteinas de fase
aguda, que sdo sintetizadas pelo figado em resposta a inflamacdo. As proteinas de fase aguda sdo
classificadas como positivas e negativas, de acordo com a alteracdo de sua concentracdo:
aumento e diminuigdo, respectivamente. Dentre as proteinas de fase aguda positivas encontram-
se: al-antitripsina, al-glicoprotéina acida, haptoglobina, ceruloplasmina, fator de complemento
4(C4), fator de complemento 3 (C3), a2-macroglobulina e proteina C reativa (PCR). Dentre as
proteinas de fase aguda negativas encontram-se a albumina, pré-albumina (ou transtirretina),
proteina ligadora de retinol (PLR) e transferrina’?.

A Tabela 1 apresenta estas proteinas e suas principais fungoes.

Tabelal: Proteinas de Fase Aguda Positivas e Negativas (adaptado de Tietz®®).
PROTEINA MEIA- FUNGAO COMENTARIOS
VIDA
Proteina Ligadora 12 horas Transporte de vitamina A Reduzida apds disfuncdo
de Retinol (PLR) hepatocelular; reduzida com

dano tecidual extenso.

Pré-Albumina 48 horas Transporte de hormonios da Reduzida apos disfuncéo
tiredide e vitamina A hepatocelular; reduzida com
(complexada com a PLR) dano tecidual extenso.
Albumina 15-19 dias Manutencao da pressao Aumenta na desidratacao.
osmotica; transporte de Diminui na inflamagao,
hormonios, acidos graxos, doencas renais, hepaticas, ma
drogas, bilirrubina, ions nutricao e edemas.
metalicos, fosfolipidios
al-Antitripsina 4 dias Inibidor de protease Aumenta em casos de

(especialmente elastase) inflamacao aguda
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al-Glicoproteina 5 dias Funcdo obscura; liga-se a Aumenta principalmente na
Acida drogas e hormonios inflamacao gastrointestinal.
Haptoglobina 2 dias Liga-se a hemoglobina para Diminui em caso de hemolise.
preservacgao de ferro Aumenta com infeccgoes,
gueimaduras.
a2-Macroglobulina 5 dias Inibidor de enzimas proteoliticas Responde lentamente a
em geral inflamacao
Ceruloplasmina 4-5 dias Oxidante-Antioxidante, Aumenta na inflamacao e
transporte de cobre necrose tecidual.
Transferrina 7 dias Transporte de ferro Aumenta quando as reservas
de ferro estdao reduzidas.
Reduzidas em condicdes de
perda protéica e inflamacdo.
Fator de 2 dias Fator do sistema de Respondem tardiamente a
Complemento 3 complemento (acao inflamacao
(C3) inflamatdria, eliminacao de
antigenos)
Fator de 2 dias Fator do sistema de Respondem tardiamente a
Complemento 4 complemento (agao inflamacao
(C4) inflamatéria, eliminagdo de
antigenos)
Proteina C reativa 13-16 Defesa nao —especifica de Responde rapidamente a
(PCR) horas agentes infecciosos; remocao de inflamacao
restos celulares

Outra classe de proteinas abundantes no soro é a das imunoglobulinas. As imunoglobulinas

reconhecem antigenos, e iniciam os mecanismos que os destroem e removem do organismo.

Existem 5 isoformas de imunoglobulinas denominadas A, D, E, G e M com fungdo e concentragdes

distintas, como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2: Descricao das isoformas de imunoglobulina (adaptado de Tietz

68).

Imunoglobulina Fungao Concentracao(em relagao ao Meia -
total de imunoglobulinas) Vida
A Neutraliza virus, enzimas e toxinas. 10 - 15% 4-6
Ativa sistema de complemento. dias

D Receptor de superficie para o antigeno 1% 3 dias

E Ativa reagdo alérgica tragos 2 dias

G Principal anticorpo. Neutraliza virus, 70 - 75% 21 dias

bactérias e fungos.
M Ativa o sistema de complemento e 5-10% 5 dias
macroéfagos

Rotineiramente a separagdo das proteinas descritas acima € feita em gel de agarose, sendo

utilizada para o diagndstico de diversas condicdes como inflamagdes cronicas, hepatopatia

cronica, sindrome nefrdtica, enteropatia com perda protéica, disproteinemias dentre diversas

outras patologias’®. O padrdo de eletroforese destas proteinas apresenta seis regides distintas.
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Embora possam ser detectas alteragdes drasticas por este método, as modificagbes de
cada proteina podem ser mascaradas, visto que em uma regido ha a presenca de mais de uma
proteina. Além disto, muitas destas proteinas possuem variantes genéticas com massas
moleculares préximas, mas afinidade por seu ligante distinta, gerando respostas fisioldgicas
diferentes. Isto resulta em alteracdes sutis e, portanto ndo detectaveis por este método’. Assim,
para a identificacdo deste tipo de alteracdes os métodos de separacdo mais sensiveis como

eletroforese capilar ou eletroforese bidimensional apresentam um grande potencial.

ANALISE PROTEOMICA

Um dos objetivos mais ambiciosos da ciéncia foi atingido recentemente com o
seqiienciamento de diversos genomas, incluindo o genoma humano’®. No entanto, embora hoje
sejamos capazes de ler a seqliéncia genética humana, ainda ndo conseguimos estabelecer todas
as correlacdes entre essa informagao e os diversos mecanismos fisioldgicos ou patolégicos que
ocorrem no nosso organismo. Isto se deve ao fato da informacdo na seqliéncia génica indicar
apenas um estado estatico das células enquanto que a resposta celular as mais diversas situagoes
representa um estado dindmico.

A analise dos niveis de RNAm (transcriptoma) representa uma parte importante da
compreensao da tradugdo da informacdo genética em proteinas funcionais no nosso organismo.
Indica quais genes estdo ativos ou inibidos em determinada situagao. Contudo, é dificil tragar uma
correlacdo entre niveis elevados de RNAm e sintese de determinadas proteinas devido a meia vida
do RNAm (que pode durar de poucos minutos até algumas horas); aos splicings que ocorrem no
transcrito primario apds a transcricdo; a ativacdo ou ndo da traducdo do RNAm para a sintese
protéica e a ocorréncia de modificagdes pds-traducionais'®. Devido a estes fatores, a integragdo
entre aumento da transcricdo (sintese de RNAm) e traducdo (estabilidade e eficiéncia na sintese
protéica), assim como as mudangas pos-traducionais ainda sdao pouco compreendidos.

A analise protedmica surge neste contexto como o elo entre a informacdo genética e seu
produto - as proteinas. Ou seja, o proteoma fornece o “cenario” dos mecanismos moleculares
envolvidos em processos fisioldgicos e patoldgicos’®.

O termo protedmica foi introduzido inicialmente em 1994, sendo inicialmente definido
como o complemento proteico do genoma’’. Posteriormente, chegou-se a definicdo mais ampla de
que trata da caracterizagdo em larga escala do conjunto de proteinas expresso numa célula ou

78,79

tecido em um determinado momento e sob determinada condigado A analise proteémica

permite a separagdo, quantificacdo e identificagdo das proteinas expressas por uma célula, assim
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como a deteccdao de modificacGes pods-traducionais sofridas por cada proteina e possiveis
interagGes proteina-proteina.

A funcdo das mais diversas proteinas esta estreitamente ligada a sua localizagdo celular e
ao contexto fisioldgico em que é expressa. As interacdes entre as proteinas em uma célula e entre
células e fluidos (como o sangue, por exemplo) podem caracterizar o fluxo de informacdes de uma

8081 Assim, a possibilidade

via de sinalizacdo envolvida nos diversos mecanismos bioldgicos
gerada pela analise protedmica, de acesso e visualizacdo do “circuito” proteico presente tanto em
células e tecidos como em fluidos bioldgicos (que conectam o meio intra e extracelular) permite a
compreensao e comparacao dos mecanismos moleculares envolvidos em diferentes condicOes:
sadio, doencas e/ou exercicio fisico®*83,

A analise do nivel de expressao protéica e a busca por biomarcadores (protein expression
proteomics) em diferentes situacgOes fisioldgicas sdo os objetivos mais comuns das pesquisas nas
mais diversas areas.

Para atender a esses objetivos, a caracterizacdo de determinado proteoma requer métodos
analiticos sensiveis para separar, detectar, quantificar e identificar as proteinas e as possiveis
modificagdes pds-traducionais. Uma abordagem amplamente utilizada é a eletroforese

bidimensional aliada a espectrometria de massas.

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (2DE)
Apesar de ser uma técnica antiga, introduzida por Klose e O’ Farrel na década de 70%%%, a

2DE sofreu diversos avangos®3:8¢

que possibilitaram uma melhor resolucao e reprodutibilidade dos
géis. Por permitir a separacdo e visualizacdo de diversas proteinas ao mesmo tempo, a 2DE é a

técnica mais utilizada para separacdo das proteinas na analise protedmica.

Preparacdao da Amostra de Soro para 2DE

A preparagdo da amostra € um passo crucial para a obtengdo de um bom gel bidimensional
e a subseqliente analise das proteinas. Tanto a quantidade de proteinas presente na amostra
qgquanto a qualidade de amostra sdo fatores determinantes na reprodutibilidade dos géis e na
fidedignidade dos spots observados. Por isto, a preparagao da amostra deve ser a mais simples e
rapida possivel para evitar a deterioragdo das proteinas presentes.

Embora seja uma amostra rica e de facil acesso, a analise protedmica de soro ou plasma é
considerada uma das mais dificeis devido aos desafios Unicos que apresenta®”. A principal

dificuldade encontrada é a existéncia de proteinas extremamente abundantes tais como albumina,
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fibrinogénio, imunoglobulinas etc. Devido ao tamanho dos spots que geram, elas representam um
problema, uma vez que dificultam o aparecimento de proteinas menos abundantes no gel®®. Como
o potencial desta amostra para o diagndstico de diversas doengas é grande, diferentes técnicas
tém sido utilizadas para fracionar, previamente a eletroforese bidimensional, a amostra de soro e
ter acesso as proteinas menos abundantes.

Muitos trabalhos utilizam métodos como precipitacdo, centrifugacdo, cromatografia por
afinidade e kits comerciais para remogdo tanto de albumina como imunoglobulinas8:90:°1:92:93,
Embora de baixo custo, facil manuseio e eficiente na remocdo de albumina, alguns destes estudos
tém mostrado que a falta de especificidade destes kits levam a remocdo de outras proteinas além
da albumina e imunoglobulinas, além da deplecdo ndo ser completa. E importante ressaltar ainda
gue devido a sua funcgao fisioldgica como carreadora, a remogao da albumina implica na remocao
de moléculas a elas ligadas como citocinas e hormdnios®.

O uso de colunas de imuno-afinidade como MARS e MIXED 12 estdo cada vez mais
acessiveis. Sao colunas de HPLC com anticorpos policlonais para as 6-12 proteinas mais
abundantes do plasma capazes de remover cerca de 85-95% das mesmas, respectivamente.
Embora o aumento no numero de proteinas visualizadas ndo seja significativo, este método
minimiza a separagdao inespecifica das demais proteinas, e tem mostrado boa
reprodutibilidade®®°%:97:%8,

Técnicas mais sofisticadas, porém menos acessiveis, como Higher Dimensional Separation
(Hi-D) também tém apresentado resultados interessantes quanto ao numero de proteinas

identificadas e o acesso a proteinas de baixo peso molecular e proteinas menos expressas®®.

Separacio das proteinas

A 2DE baseia-se na combinagdo de duas técnicas de separagdao em gel de poliacrilamida:
focalizacdo isoelétrica (Primeira Dimensdo - 1D) e SDS PAGE (Segunda Dimensdo - 2D),

conforme ilustra a Figura 4.
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Figura 4: Esquema da 2DE. 12 Dimensao: strip holder no aparelho de focalizagdo isoelétrica que separa as
proteinas pelo seu ponto isoelétrico. 2 Dimensao: o gel da primeira dimensdo € acoplado ao gel da
segunda dimensdo (SDS PAGE) e as proteinas sdo separadas por massa molecular (Mr).

A primeira dimensdo ou focalizagdo isoelétrica (IEF) separa as proteinas de acordo com seu
ponto isoelétrico (pI). Para isto, a amostra é adicionada a um gel de poliacrilamida contendo um
gradiente de pH. Quando a corrente elétrica é aplicada as proteinas tendem a migrar até o seu
ponto isoelétrico, no qual sua carga liquida é zero.

O desenvolvimento de géis (strips) com gradiente de pH imobilizado (Immobilized pH
gradient - IPG) permitiu uma maior reprodutibilidade dos géis, uma vez que o estabelecimento do
gradiente de pH ndo é uma tarefa laboratorial trivial. Além disto, a disponibilidade de strips com
diferentes intervalos de pH, varrendo a faixa de 2,5 até 12, e diferentes tamanhos (7 - 24 cm)
vém possibilitando uma melhora na resolugdo dos géis. Faixas mais amplas (3-10) permitem a
visualizacdo de cerca de 1000 - 3000 spots por gel'?’. Strips com faixas mais estreitas permitem
a visualizacdo de proteinas menos abundantes, melhora a resolucdo de isoformas e permite
trabalhar especificamente com faixas acidas ou bdsicas!% 10,

Apo6s a focalizagdo, o segundo passo € a solubilizacdo das proteinas contidas no gel da
primeira dimensdao em tampdo com SDS e a sua separacdo através da técnica de SDS PAGE, que
separa as proteinas de acordo com sua massa molecular. Com isso, é possivel separar proteinas
de massa molecular idéntica que diferem no valor de seus pls, ou proteinas com valores de pl
semelhantes mas que apresentam massas moleculares distintas.

A segunda dimensdo pode ser feita na horizontal ou na vertical, de acordo com a proposta
de Laemmli'®?. Com os aparelhos de hoje, a corrida vertical permite a realizacdo de varios géis ao

mesmo tempo, aumentando a reprodutibilidade dos experimentos!.
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O uso de gel de concentragdo de acrilamida em gradiente na 2DE também possibilitou
melhora na resolugdo em uma determinada faixa de massa molecular, favorecendo a visualizagao
de regides especificas do gel, principalmente das proteinas de baixa massa molecular'®,

O uso de diferentes tampdes de corrida também propiciou melhora da separacao de

determinadas regides do gel'®*,

Visualizacdo do Mapa Bidimensional - Métodos de Coloracao

Apds a separacao pela 2DE, as proteinas sdo visualizadas no gel através de diversos

métodos de coloracdo disponiveis, como mostrado na Figura 5.
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Figura 5: Visualizacdo de um gel bidimensional de soro corado com Comassie Blue.

O método mais comum ¢é a coloragdo com Coomassie Brillint Blue. Os métodos que utilizam
este corante sdo faceis, de baixo custo e ao mesmo tempo apresentam uma boa linearidade e sdo
compativeis com a espectrometria de massas'®>. O maior problema desta coloragdo é a sua baixa
sensibilidade. Adaptagbes do protocolo original, com a utilizacdo de Coomassie em dispersdes
coloidais tém apresentado uma sensibilidade maior que o método tradicional%.

Embora um pouco mais complexos, os métodos de coloragdo com prata sdao bastante

utilizados devido a sua alta sensibilidade. Quantidades inferiores a 1ng de proteina podem ser
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detectadas no gel. Um dos grandes problemas desta coloragdo é a sua inespecificidade e dificil
reprodutibilidade!?’.

Os métodos de coloragdo por fluorescéncia sao os mais sensiveis, apresentam boa
reprodutibilidade, sdo mais especificos e compativeis com a espectrometria de massas. Contudo,
estes métodos possuem um custo elevado devido ao valor dos fluoréforos e a necessidade de
aparelhos especificos para aquisicdo da imagem?*%’,

Embora o custo seja elevado, a utilizacdo da fluorescéncia vem crescendo, principalmente
devido ao desenvolvimento da técnica 2D DIGE (Two-dimensional differential gel electrophoresis),
gue permite o processamento e comparacao de trés amostras em um anico gel através de 3

fluoréforos distintos(Cy2, Cy3 e Cy5), aumentando a reprodutibilidade dos experimentos'©®,

Analise da Imagem

Uma vez obtidos os géis é possivel, através da analise da imagem, detectar proteinas
diferencialmente expressas entre grupos. Para isto, diversos programas de computador
especializados neste tipo de andlise estdo disponiveis no mercado. Tais programas permitem a
deteccdo dos spots e sua quantificagdo (mensuragdes de volume, area, intensidade etc.),
estimativas sobre pI e massa molecular, além de oferecer testes estatisticos para a analise dos
resultados®®.

Embora os programas de anadlise de imagem estejam melhorando continuamente, esta
ainda ndo é uma tarefa trivial. Devido a variagdes experimentais, a completa automacdo do
processo ainda n3o é possivel*°,

Outro grande desafio para esta area é a analise estatistica dos resultados obtidos. Os
programas apresentam poucas opgoes de testes, sendo o mais comum o teste t que, na maioria
das vezes nao se aplica ao conjunto de dados, seja devido ao fato do desenho experimental
apresentar poucas amostras e/ou replicatas ou porque os valores nao apresentam uma
distribuicdo paramétrica. Assim, a ocorréncia de resultados falsos positivos é grande!*!2,

Uma vez detectados os spots diferencialmente expressos, o proximo passo € identificar a

proteina através da espectrometria de massas.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A maioria dos métodos que possibilitaram a identificacdo de proteinas separadas em 2DE
de forma rapida, conclusiva e com sensibilidade foram desenvolvidos apenas na década de 903,
Os principais fatores que possibilitaram o surgimento destes métodos foram avancos na técnica de

espectrometria de massas, disponibilidade de seqliiéncias genémicas completas e desenvolvimento



21

de programas computacionais para correlagdao dos dados obtidos por espectrometria de massas
com os bancos de dados de seqiiéncias genémicas completas e banco de proteinas.

A utilizagdo em larga escala da espectrometria de massas nos estudos protedmicos sé foi
possivel devido ao desenvolvimento de técnicas brandas de ionizacao, tais como ESI (Electrospray
Ionization) e MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization). Essas duas técnicas permitiram
a ionizacdo de moléculas relativamente grandes ou que nao resistiam ao calor (como proteinas e
peptideos) e que, por isso, quando submetidas a outros processos de ionizacdo ndo permaneciam
intactas®®

Para serem analisados pela espectrometria de massas os spots de interesse sdo recortados
manualmente ou automaticamente (spot picker) dos géis. Em seguida, sdo descorados, lavados e
incubados com tripsina (geralmente), obtendo-se um poo/ de peptideos daquela proteina.

No método MALDI o pool/ de peptideos é cristalizado junto a uma matriz organica acida, a
qual é capaz de absorver a maior parte da energia do laser e transferir apenas parte para a
amostra gerando a ionizacdo e dessorcao desta Ultima. Matriz e peptideos ionizados sdo
simultaneamente lancados para dentro do analisador movendo-se de acordo com sua relacao
entre massa e carga (m/z). O tempo de voo (TOF) destes peptideos até alcancarem o detector é
mensurado. O resultado é um spectro massa/carga (m/z) dos diversos peptideos constituintes da
proteina'**

A Figura 6 mostra um esquema representativo na anadlise massa e um spectro m/z obtido

na analise.
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A disponibilidade de seqiiéncias gen6micas completas possibilitou o desenvolvimento de
novas técnicas de identificagdo de proteinas, como a técnica “Peptide Mass Fingerprinting” (PMF).
Nesta técnica, a massa dos peptideos obtida pela espectrometria de massas representa uma
“impressdo digital” da proteina. Desta forma, os dados obtidos experimentalmente podem ser
comparados com massas teoricas obtidas através de uma clivagem in silico utilizando-se os
bancos de dados genémicos!*®.

Embora de facil e rapida aplicacdo a técnica de PMF apresenta algumas desvantagens.
Primeiro pelo fato de diversos genomas ainda ndo estarem completamente seqlienciados,
dificultando a comparagao com o banco de dados para a identificacdo da proteina. Segundo, o fato
das modificacdes pos-traducionais na maioria das vezes alterarem a massa de um peptideo,
podendo assim o peptideo ndo corresponder a ele mesmo sem a modificacdo no banco de dados.
Terceiro ainda ha a possibilidade de um Unico spot ndo representar uma Unica proteina.

Neste contexto, uma nova fragmentagao dos peptideos mais abundantes, chamada MS/MS,
permite o sequenciamento parcial do mesmo, permitindo a combinacdao das massas dos novos
fragmentos com a massa do peptideo intacto para identificacdo das proteinas. A possibilidade de
acesso a estrutura primaria da proteina torna esta técnica muito mais fidedigna na sua
identificagdo. Para aplicagdo do MS/MS é necessaria a utilizagdo de aparelhos mais sofisticados
como MALDI TOF-TOF, ESI MS-MS e Q-TOF®®,

Devido aos crescentes avancos na técnica de espectrometria de massas e a alta resolucéo
e sensibilidade dos aparelhos disponiveis ja é possivel, atualmente, além de identificar os
peptideos, caracterizar as principais mudangas pos-traducionais como fosforilagdo e glicosilagdo

de proteinas®.

APLICAGCAO DA ANALISE PROTEOMICA NA PESQUISA COM EXERCICIO

Estudos recentes ja investigaram o proteoma de musculo esquelético®!®:117:118:119

, assim
como alteragdes no perfil proteico da musculatura em resposta ao crescimento??, hipertrofial??,

124,125 o atrofial?®.

idade 1?2123, estimulagdo elétrica
Embora estes trabalhos tragam informagdes Uteis para a pesquisa com exercicio, a
aplicagdo da analise protedmica com o objetivo de investigar as alteragdes agudas e crénicas no
perfil proteico em resposta a atividade fisica ainda estd no seu inicio. Apenas 6 trabalhos foram
encontrados na literatura até margo de 2009, sendo dois deles com exercicio voluntario (ndo
planejado), um com exercicio agudo e trés com treinamento sistematizado.
Ding e colaboradores®® investigaram as alteracbes no padrdo de expressdo proteica do

hipocampo de camundongos que realizaram atividade fisica voluntaria. Os autores encontraram
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um aumento na expressdo de proteinas envolvidas no metabolismo energético e proteinas
relacionadas a plasticidade sinaptica do neurdnio no grupo exercitado. Dentre as proteinas
envolvidas no metabolismo energético encontram-se enzimas da via glicolitica (aldolase C,
fosfoglicerato quinase, lactato desidrogenase B), enzimas envolvidas na sintese de ATP (creatina
quinase mitocondrial, cadeia beta da ATP sintase) e enzima envolvida no turnover de glutamato
(glutamato desidrogenase). Ja& as proteinas relacionadas a plasticidade sinaptica encontram-se
proteinas do citoesqueleto: a internexina, beta tubulina e as chaperonas: TCP-1, proteina
neuronal 22, HSP60, HSP8. Os autores concluiram que um dos possiveis mecanismos pelo qual o
exercicio fisico auxilia na promocdao da salde do cérebro (principalmente nos processos de
aprendizagem e memdria) seria através da disponibilizacdo de mais energia para o sistema
nervoso central e pelo aumento da plasticidade sinaptica dos neuronios.

Yuan e colaboradores®® analisaram o soro de ratos normais e mutantes para o gene
CPE™Yft envolvido no desenvolvimento da obesidade, que realizaram exercicio fisico voluntario
em comparacao com ratos sedentdrios. Vinte proteinas apresentaram-se elevadas no grupo
mutante quando comparado ao grupo normal nos animais sedentarios. Seis delas diminuiram
significativamente em decorréncia do exercicio nos animais mutantes, dentre elas a haptoglobina
e a apolipoproteina-A IV. Os autores sugeriram que niveis diminuidos de haptoglobina poderiam
estar relacionados com uma diminuicdo da gordura corporal e controle do peso nos ratos
mutantes exercitados, uma vez que niveis aumentados dessa proteina estdo associados a grande
guantidade de tecido adiposo e futuro ganho de peso. Ja a apolipoproteina-A IV estaria envolvida
na regulacdo da ingestdo de comida. Outras 14 proteinas estavam mais expressas nos ratos
normais exercitados, sendo que as proteinas tipo calicreina (kallikrein like proteins) foram as mais
expressas. Baseado também em outros estudos, os autores sugeriram que essas proteinas
poderiam estar envolvidas no efeito cronico do treinamento, que leva a uma diminuicdo da
pressao arterial no repouso.

Guelfi e colaboradores®! analisaram o efeito agudo de uma sessdo de exercicio de natacdo
de 3 min no musculo gastrocnémico de ratos imediatamente apdés e 30 minutos apos a realizagao
da atividade. Os autores encontraram alteracdo na expressdao de 4 proteinas dos 61 spots
encontrados nos géis. A enzima creatina quinase apresentou-se diminuida imediatamente apéds a
atividade e seus valores retornaram ao normal apds 30 minutos de recuperacdao. As proteinas
HSP20, troponina T e adenilato quinase apresentaram-se diminuidas imediatamente apds a sessdo
de exercicio mas apés 30 minutos de recuperagao sua expressao aumento. Contudo, os autores
ndo discutiram os resultados encontrados, concluindo que o significado fisioldgico destas

alteracdes ainda precisa ser investigado.
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Boluyt e colaboradores®® verificaram as mudangas no proteoma cardiaco, através da
andlise da parede do ventriculo esquerdo de ratos submetidos a seis semanas de treinamento
intervalado em esteira, comparados com ratos em repouso. Na analise comparativa dos géis, 26
spots apresentaram-se diferencialmente expressos, sendo 12 spots detectados exclusivamente
nas amostras dos ratos treinados. Dentre as proteinas que estavam mais expressas nos animais
treinados foram encontradas enzimas metabdlicas envolvidas na via glicolitica, ciclo de Krebs e
cadeia de transporte de elétrons. Dentre as proteinas exclusivamente expressas pelo grupo
treinado foi identificada a HSP20. Apoiados em resultados de outros estudos, os autores
sugeriram que a HSP20 poderia estar envolvida em um dos mecanismos pelos quais o exercicio
produz efeitos benéficos, uma vez que ela parece estar relacionada a regulacdo do mecanismo de
contracdo do musculo cardiaco, promovendo protecdo das células cardiacas contra apoptose.

Burniston®? estudou a alteracdo no perfil proteico do musculo plantar de ratos submetidos
a um treinamento de endurance a 70-75% VO,max com duracdao de 30 minutos e quatro sessodes
de treino por semana por um periodo de 5 semanas. Foram encontrados 187 spots nos géis dos
grupos controle e treinado e identificadas 80 proteinas correspondentes aos produtos da ativacdo
de 40 genes diferentes. Quinze proteinas foram identificadas como diferencialmente expressas
entre os grupos. As enzimas da via glicolitica lactato desidrogenase A, fosfoglicomutase e B-
enolase tiveram sua expressdo diminuida enquanto a enzima triose fosfato isomerase teve sua
expressao aumentada. Outras proteinas com expressdao aumentada foram as enzimas
mitocondriais succinato desidrogenase e aconitase; proteinas com funcdo de transporte como
transferrina, albumina e mioglobina, além das proteinas estruturais B cristalinn e cadeia leve de
miosina tipo I. Os autores justificaram a melhora do VO;may dos ratos através de uma melhora na
producdo de energia pelo metabolismo oxidativo, pelo aumento das proteinas mitocondriais e de
transporte, além das alteracGes estruturais do tipo de miosina. Além disto, os autores encontram
5 spots correspondentes a enzima aconitase, mas com pls diferentes, que tiveram o padrdo de
expressao diferenciados: aconitase com plI 7,6 e 7,7 diminuiram enquanto que a aconitase com pI
8,0 aumentou sua expressao.

Em outro estudo, este mesmo autor®* analisou o proteoma cardiaco de ratos submetidos a
um treinamento de endurance a 70-75% VO;nax com duracao de 30 minutos e quatro sessdes de
treino por semana por um periodo de 5 semanas. Foram encontrados 23 spots diferencialmente
expressos no grupo exercitado. Proteinas estruturais como a-miosina de cadeia pesada e a-actina
cardiaca tiveram sua expressdao aumentada. Estes resultados corroboram com outros estudos da
literatura que mostraram uma hipertrofia do ventriculo esquerdo em decorréncia da pratica

regular de exercicios de endurance, levando a uma melhora do débito cardiaco. Proteinas
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envolvidas no metabolismo de gordura como acetilcoenzima A desidrogenase e proteina
transportadora de acidos graxos também tiveram sua expressdo aumentada, indicando que um
dos beneficios do exercicio € aumentar a utilizacdo de acidos graxos na producdo de energia.
Além disto, o autor encontrou aumento na expressao da HSP20 e também um aumento da sua
forma fosforilada. O autor sugeriu o aumento da fosforilagado da HSP20 como sendo um dos

mecanismos protetores contra apoptose da célula cardiaca.

PERSPECTIVAS

Apenas saber quais genes estdo ativos em decorréncia do exercicio fisico ndo desvenda os
mecanismos envolvidos nos processos adaptativos desencadeados pelo exercicio no nivel proteico.
Nesse sentido, a anadlise proteOmica se apresenta como uma ferramenta muito Util para o
entendimento do papel de tais genes na sintese de proteinas, e os mecanismos pelos quais elas
alteram o fenédtipo dos diversos érgaos e tecidos gerando beneficios.

Esta técnica podera auxiliar na compreensdo dos mecanismos de interacdo entre o
estimulo gerado pelo exercicio para promover adaptacdo e os mecanismos de diversas doencas
cronicas como obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares. Isto ajudara a entender como os
fendtipos produzidos pelo exercicio superam ou até mesmo inibem os fendtipos desencadeados
por estas doencas.

A anadlise proteOmica podera contribuir também para esclarecer outro desafio:
compreender a relagdo otima entre quantidade de treinamento e tempo de recuperacéo,
auxiliando na compreensao tanto dos mecanismos envolvidos nos processos adaptativos como os
mecanismos envolvidos no overtraining.

A possibilidade de correlacionar as proteinas expressas no musculo de individuos treinados
com seu aparecimento na corrente sanguinea permitird selecionar alguns alvos que possam ser
monitorados mais facilmente durante o processo de treinamento. Isto auxiliaria os preparadores
fisicos na modulacdo correta tanto das cargas de treino quanto do periodo de recuperacdo, com o
objetivo de alcangar o quadro adaptativo desejado.

Tudo isso ressalta a necessidade de se formar pesquisadores versateis na area da ciéncia
do esporte, aptos a lidar com essas novas tecnologias, com dominio das areas de quimica basica,

bioquimica e estatistica.
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CAPITULO 2

EFEITO DE UMA SESSAO DE EXERCICIO EXAUSTIVO EM
ESTEIRA NO PERFIL PROTEICO DE SORO DE RATOS
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RESUMO

O acumulo de respostas agudas desencadeadas apods cada sessdo de treino leva o organismo a se
adaptar positivamente, principalmente se for respeitado o tempo adequado para a recuperagao
antes da aplicacdo de novo estimulo. A visualizacdo da resposta aguda no perfil proteico pode
auxiliar na compreensao dos mecanismos sinalizadores das respostas adaptativas decorrentes do
treinamento fisico sistematizado. O objetivo deste trabalho foi investigar através da analise
protedmica as alteracdes no perfil proteico do soro de ratos submetidos a uma sessdo de exercicio
exaustivo em esteira. Dez animais realizaram um exercicio incremental em esteira rolante até
atingir a exaustdo, e foram sacrificados 3h e 24h apds o termino do teste (n=5/grupo). As
amostras de soro foram submetidas a eletroforese bidimensional, e os spots diferencialmente
abundantes identificados através de espectrometria de massas. Observamos expressao
diferenciada em 14 spots somente no grupo de animais sacrificados 24h apds o exercicio. As
proteinas identificadas foram alfa-1-macroglobulina, haptoglobina, fator de complemento 3,
transferrina, proteina ligadora de retinol e ceruloplasmina, correspondem a proteinas de fase
aguda. Nossos dados reforcam a teoria de que o processo de geracdao de microtraumas e a
subsequiente instalagdo de um processo inflamatério local sdo parte integrante do processo
adaptativo desencadeado pelo treinamento ao longo do tempo. Reforgam ainda a necessidade de
um tempo adequado de recuperacdo entre os estimulos para que a resposta adaptativa possa ser

sempre crescente.

Palavras-Chaves: exercicio fisico, analise proteémica, soro, proteinas de fase aguda.
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INTRODUGCAO

O exercicio fisico representa um estresse que gera uma série de microtraumas na
musculatura esquelética e desencadeia diversas alteragbes metabdlicas, fisioldgicas e hormonais.
Estes estimulos sinalizam uma resposta inflamatoéria local, com o intuito de reparar o tecido
danificado. Essa resposta contribui para ativar diversas vias de sinalizacdo de sintese proteica'?.
O efeito cumulativo na expressao génica leva a alteragdes fenotipicas do musculo, e aumento de
rendimento em capacidades biomotoras diversas. E importante ressaltar, no entanto, que para
que a adaptacao seja positiva é necessario um tempo de recuperacdo adequado entre os
estimulos.

Estudos mostraram que apenas uma sessao de treino ja é capaz de alterar a transcricdo de
diversos genes na musculatura esquelética®, assim como alterar a concentracdo de proteinas
envolvidas no processo inflamatério na corrente sanguinea®. As analises das alteracdes do nivel
proteico realizadas por estes estudos se limitaram em investigar poucas proteinas ao mesmo
tempo, devido a limitagdes e o alto custo das técnicas, como imunoblotting e isétopos marcados.

A visualizacdo das alteracbes do perfil proteico desencadeadas pelo exercicio em um
panorama mais amplo poderia auxiliar na compreensao dos mecanismos sinalizadores das
respostas adaptativas observadas em decorréncia do treinamento fisico. Neste contexto, a analise
protebmica parece uma ferramenta adequada para o mapeamento do perfil proteico tanto de
tecidos quanto de fluidos biolégicos em diferentes situagdes de exercicio. A eletroforese
bidimensional e a espectrometria de massas permitem a separacdo, quantificacdo e identificacao
de diversas proteinas ao mesmo tempo, possibilitando a visualizacgdo das proteinas
diferencialmente expressas em situacgdes fisioldgicas distintas®.

Até julho de 2009 apenas um trabalho utilizou a andlise protedmica para investigar as
alteracGes em nivel proteico desencadeadas por uma sessdo de treino exaustivo de natagdo no
musculo gastrocnémico de ratos®. Ndo ha estudos utilizando a analise protedmica no soro, em
resposta ao exercicio fisico.

O objetivo deste estudo foi investigar através da analise prote6mica a alteragdo do perfil
proteico do soro de ratos submetidos a uma sessao de exercicio exaustivo de média duragao em

esteira 3 e 24 horas apos o estimulo.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar, adquiridos do Centro de Bioterismo
da UNICAMP, alimentados com racao e agua ad libitum. Durante o periodo de experimento os
animais foram mantidos em ambiente com a temperatura controlada entre 18 e 22°C e
fotoperiodo de 12 horas com ciclo de luz claro-escuro invertido. Todo o procedimento adotado
neste trabalho teve a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de
Biologia da UNICAMP - protocolo 638-1 (anexo).

Protocolo de Exercicio Agudo

O protocolo de exercicio foi realizado em esteira rolante de acordo com estudos prévios do
nosso laboratério’.

Todos os animais, com a idade de 45 dias, foram submetidos a duas semanas de
adaptacao a esteira que consistiu de uma sessao de treino ao dia durante 5 dias a uma velocidade
de 12m/min por 10 minutos. Apds esta fase, os animais que ndo eram aptos a correr foram
excluidos (n=5) e os demais foram divididos em trés grupos (n=5 cada): controle (ndo realizou
atividade); sacrificados 3h apos a sessdo de exercicio (3h); e sacrificados 24h apds a sessdo de
exercicio (24h). Apos 2 dias da ultima sessdo de adaptagdo os ratos dos grupos 3h e 24h foram
submetidos a sessdo de exercicio incremental até a exaustao.

O protocolo de exercicio estd mostrado na Tabela 1. O exercicio foi iniciado com os animais
correndo em esteira sem inclinagcdo e com velocidade de 12 m/min. A cada 2 minutos foi
incrementado 1 m/min até atingir a velocidade de 20 m/min. A partir dai o incremento na
velocidade passou a ser de 2 m/min a cada 2 minutos até que o animal atingisse a exaustdo. O
momento de exaustdo foi determinado a partir do momento que os animais permaneciam por

mais de 10 segundos proximos a grade eletrificada.
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Tabela 1: Protocolo de Exercicio Agudo em Esteira.

Tempo Velocidade
(min) (m/min)
Inicio 12

2 13
4 14
6 15
8 16
10 17
12 18
14 19
16 20
18 22
21 24
24 26

A performance dos animais foi determinada a partir do cdlculo do trabalho mecanico
realizado pelos mesmos. O calculo do trabalho levou em consideracdo a massa dos animais e a
distancia total percorrida no teste. A distancia total percorrida é a soma das distancias percorridas
em cada estagio, obtida a partir do calculo: tempo do estagio x velocidade do estagio. Ao final

temos que: Performance (Kg*m) = massa x distancia total’.

Coleta de Sangue

Todos os cuidados de higiene e assepsia foram tomados para realizacdo do procedimento
cirirgico. Os animais foram anestesiados, via intraperitoneal, com quetamina e relaxante
muscular na dose de 10U/100g de peso e 5U/100g de peso, respectivamente. Apds a perda dos
reflexos da cauda, palpebra e abdémen foi realizada uma seccdo na cavidade toracica para a
visualizacdo do coracdo. Cerca de 8 - 10 mL de sangue foram coletados do ventriculo esquerdo. O
sangue foi colocado em tubos com gel da vaccuette préprios para separagdo do soro, e em
seguida centrifugado a 1800xg por 15 minutos a 4°C. O soro foi guardado a -85°C até ser

processado. O animal, apos a coleta de sangue, foi sacrificado por deslocamento cervical.

Preparacao do soro para eletroforese bidimensional

Retirada de Imunoglobulinas (IgGs): Para retirada das imunoglobulinas foi utilizado um
processo cromatografico com proteina G (Protein G Sepharose ™ da GE Healthcare - 0,8x7,0cm).
A coluna foi equilibrada com tampdo fosfato de sédio 10mM, pH 7,0 e aplicou-se 1 mL de soro a

um fluxo de 1mL/min. Depois de aplicado o soro, a coluna foi lavada com 30 mL de tampao de
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equilibrio obtendo-se a primeira fragdo de soro livre de IgGs. Em seguida, a coluna foi lavada com
30 mL de tampdo de eluicdo (tampao glicina pH 2,8), obtendo-se a fracdo com IgGs. Todo o

procedimento foi acompanhado em espectrofotdmetro lendo-se as amostras a 280nm.

Fracionamento da Albumina: A fracao de soro livre de IgGs foi entdo aplicada em uma coluna
(0,8x7,0cm) contendo Concanavalina A (ConA Sepharose 4B da Sigma Aldrich) para o
fracionamento da albumina, conforme proposto por Rodriguez-Pinheiro e col. (2004)%. Apéds a
aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada com 30 mL de tampao de equilibrio (tampao fosfato de
sédio 10mM, pH 7,0), obtendo-se a primeira fracdo contendo proteinas O-glicosiladas e albumina.
O fluxo foi mantido em 0,3mL/min. Em seguida, 30 mL de tampdo de eluicao (tampao fosfato de
sédio 10mM com 0,5M de metil-a-D-manopiranosideo) foi aplicado para obtencdo da segunda
fracdo, contendo proteinas N-glicosiladas e livres de albumina. Todo o procedimento foi
acompanhado em espectrofotometro lendo-se as amostras a 280nm.

Todas as fragdes foram submetidas a didlise (mini dialysis kit, 2mL, 1 KDa cutt of GE
Healthcare) contra agua Milli-Q a 4°C, sob leve agitagdao por 20 h. Apds a dialise, o volume total
da amostra foi mensurado e a quantidade de proteina obtida pelo método de Bradford®. Em
seguida as amostras foram liofilizadas e re-suspensas no mesmo volume em tampdo de
solubilizagdo [Uréia 7M, Tiouréia 2M, CHAPS 4% (m/v), IPG Buffer (pH 3-10 ndo linear) 0,5%(v/v)

e azul de bromofenol 0,002%(m/v)] para serem submetidas a eletroforese bidimensional.

Eletroforese Bidimensional

Primeira dimensao (focalizacdo isoelétrica): Amostras contendo 300ug de proteina foram
solubilizadas em 250uL de tampdo contendo Uréia 7M, Tiouréia 2M, CHAPS 4%(m/v), DTT 40mM,
IPG Buffer (pH 3-10 ndo linear) 0,5%(v/v) e azul de bromofenol 0,002%(m/v). A solugao foi
agitada por 1 minuto. Em seguida as amostras foram aplicadas em gel de 13 cm com gradiente de
pH 3-10 ndo linear (strips). Foram adicionados 2 mL de 6leo mineral (Cover Fluid) sobre as strips
para evitar a evaporacao da amostra durante a reidratacao. As strips foram reidratadas de forma
passiva no aparato para a focalizagdo isoelétrica (IPGphor, GE Healthcare) durante 12 horas, em
temperatura controlada a 20°. Apds a reidratagdo, a focalizagdo isoelétrica ocorreu da seguinte
forma: corrente maxima de 50upA/gel, 1 hora a 500V, gradiente até 1000V em 1 hora, gradiente
até 8000V em 3 horas e 30 minutos e 50 minutos a 8000V, totalizando 24.500 Vh.
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Segunda Dimensao (SDS-PAGE): Apos a focalizacdo isoelétrica as strips foram reequilibradas
com tampdo contendo Uréia 6M, Tris-HClI 75mM pH 8,8, glicerol 30%(v/v), SDS 2%(m/v), azul de
bromofenol 0,002%(m/v) e Ditiotreitol 1%(m/v) por 15 minutos. O procedimento foi repetido com
0 mesmo tampdo trocando-se o DTT por Iodoacetamina 2,5%(m/v) por mais 15 minutos. Apds
essa etapa as strips foram transferidas para um gel vertical homogéneo de poliacrilamida,
conforme descrito por Laemmli'®, com algumas modificacdes.

O gel foi constituido de 12% Bis-acrilamida (30,0: 0,8), 10% SDS, 1.5 M Tris (pH 8,8),
0,1% persulfato de amoénia e 0,005% TEMED. As strips foram colocadas sobre o gel em solugdo
de agarose 0,5%. O tampado de corrida utilizado foi Tris-glicina (25mM Tris-HCI, 192mM glicina e
0,1% SDS). A separacao eletroforética das proteinas ocorreu com banho de recirculacdo ajustado
para 4°C em cuba SE 600 (GE Healthcare). O protocolo de corrida utilizado foi 15 mA por gel por

30 minutos, em seguida 45 mA/gel por 4 horas e 30 minutos.

Coloragcdo com Coomassie Blue: Apos a corrida os géis foram corados com Coomassie Brillant
Blue G250 pelo protocolo proposto por Anderson e colaboradores!!. Os géis foram adicionados a
uma solucdo fixadora contendo etanol 50% e acido fosforico 3% por 3 horas. Em seguida, foram
lavados com agua destilada por 20 minutos. Este procedimento foi repetido por 3 vezes. Apds a
lavagem os géis foram pré-incubados em uma solugdo contendo metanol 34%, acido fosférico 3%
e sulfato de amonia 17%. Apdés 1 hora, 0.053g de Coomassie Brillant Blue G250 foram

adicionados, permanecendo o gel nesta solucao sob agitacao por 5 dias para coloragao.

Deteccao das proteinas diferencialmente expressas

Anadlise de Imagem: A andlise da imagem dos géis foi feita utilizando-se o software
ImageMaster 2D Platinum versdo 6.0 (GE Healthcare). Os parametros para identificacdo dos spots
foram: saliéncia, area e visdo 3D. Apds a deteccdo automatica os spots foram checados
manualmente para retirada de artefatos. Para a deteccdo dos spots correspondentes nos
diferentes géis (matching), foram marcadas manualmente 10 proteinas correspondentes em todos
0os géis como referéncia para o estabelecimento automatico do matching pelo software. Apos a
deteccao automatica, os matching foram checados manualmente, sendo que para ser considerado
matching o critério estabelecido foi n-1, ou seja, o spot poderia ndo aparecer em apenas um dos
géis do grupo de animais. No caso de um gel ndo apresentar o spot, o valor do volume adotado
para a analise estatistica foi a média dos volumes do mesmo spot presentes nos demais géis do

grupo?.
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Anadlise Estatistica: O parametro utilizado na andlise estatistica foi o volume relativo dos spots.
Inicialmente os dados foram analisados através do programa SAM (Significance Analysis of
MicroArray, Stanford University)!®. Foram considerados diferencialmente expressos spots que
apresentaram um fold change maior que 1,5 e false discovery rate (FDR) menor que 15%. Os
spots selecionados por este critério foram entdo submetidos ao teste estatistico ANOVA para
amostras ndo pareadas e nao paramétrica (Kruskall-Wallis com pds teste de Dunn). Foram
considerados diferencialmente expressos os spots com um valor de p<0.05.

Para os dados de massa corporal foi utilizado o teste estatistico ANOVA para amostras ndo
pareadas e ndo paramétrica (Kruskall-Wallis com pés teste de Dunn) e para os dados de tempo de
exercicio, distancia e trabalho foi utilizado o teste de Mann Whitney para amostras ndo pareadas e
nao paramétrica. Foram consideradas diferencas significativas um valor de p<0.05. O programa

utilizado para realizacdo das analises estatisticas foi GraphPad InStat versao 3.0 (San Diego, CA).

Identificacdo das Proteinas Por Espectrometria de Massas

Digestao com tripsina: Os spots considerados diferencialmente expressos foram recortados dos
géis manualmente. Em seguida, digeridos com tripsina conforme proposto pela literatura'* com
algumas modificacdes’®, sendo que os procedimentos de reducdo e alquilacdo foram realizados
durante a 2DE. A solugdo contendo o pool de peptideos foi mantida a -20 °C até ser analisada

através da espectrometria de massas.

Espectrometria de Massas - MALDI TOF-TOF: A andlise foi realizada conforme descrito na
literatura’®. Um volume de 0,3 pL de amostra foi misturado com mesmo volume de matriz na
placa, deixado para secar a temperatura ambiente, e a analise feita em um espectrémetro 4700
Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA). Ambos espectros, MS e MS/MS,

foram obtidos utilizando um laser com uma freqiiéncia de 200-Hz.

Identificacdo das proteinas por PMF (Peptide Mass Fingerprintig): Os espectros de MS
foram extraidos e uma lista contendo os valores de massa monoprotica e monoisotdpica foi
gerada utilizando o programa ABI Analyst versao 1.1. Os valores de massa obtidos foram
recalibrados através do programa PeakErazor e os picos correspondentes a tripsina e queratina
foram removidos. As buscas foram feitas através dos programas: MS-FIT 78, PROFOUND' e

Mascot'®. Os pardmetros utilizados na busca foram: Base de dados (NCBInr); Taxonomia
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(Rodentia); Enzima (tripsina); Numero de clivagens perdidas permitido (duas); Modificacdes
constantes (Cys carbamidometilada); Modificagcdes possiveis (Met oxidada); Erro (50 ppm).

A identificagdo da proteina foi considerada positiva quando o resultado encontrado por pelo
menos dois dos trés programas eram os mesmos. O parametro considerado para uma boa
identificagdo foi PMF Score®® maior que 79. O PMF score corresponde [(HR x 100) + MC + (ELDP x
10)], onde HR (Hit ratio) = niumero de massas identificadas/ nimero de massas submetidas; MC
(Mass coverage) = (% seqliéncia da proteina/100) x (massa da proteina em kDa); e ELDP (Excess
of limit-digested peptide) = (numero de peptideos identificados sem auséncia de clivagem) - (

numero de peptideos contendo pontos que nao foram clivados).

Identificacao por MS/MS: Os spectros MS/MS foram analisados utilizando o programa Mascot
(Matrix Science, London, UK; version 1.9.05). A busca foi feita utilizando-se a base de dados
NCBInr, restrito a Rodentia, assumindo a digestdao com tripsina e perda de duas clivagens. Foi
determinada uma tolerdncia de 0,30 Da para massa dos ions-fragmento e 0,60 Da para os
precursores. Oxidacao de metionina e modificagdo por iodoacetamina foram especificadas como
modificages varidveis e constantes, respectivamente. A opgao de decoy (despiste) foi utilizada e
os resultados foram gerados para p< 0.01. Peptideos identificados com Jion score individual
inferior a 30 foram descartados.

O programa Scaffold (versao 2-04-00, Proteome Software Inc., Portland, OR) foi utilizado
para validar os resultados obtidos por MS/MS e a identificagdo da proteina. A identificacdo do
peptideo foi aceita considerando uma probabilidade maior que 95% de acordo com o algoritmo
Peptide Prophet?!. A identificacdo da proteina foi aceita com uma probabilidade maior que 95% e
com pelo menos 2 peptideos identificados. As probabilidades foram obtidas utilizando o algoritmo
Protein Prophet**. As proteinas que possuiam peptideos similares que ndo puderam ser

diferenciados apenas por MS/MS foram agrupadas satisfazendo o principio da parcimoénia.

RESULTADOS

Dados da massa corporal e performance do exercicio

A Tabela 2 apresenta os valores em média e desvio padrdao da massa corporal, e o tempo,

distancia percorrida e trabalho realizado pelos animais dos grupos controle, 3h e 24h.
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Tabela 2. Média e desvio padrao da massa corporal dos animais, tempo, distancia e trabalho realizado no
exercicio.

Massa Corporal (g) | Trabalho (Kg*m)| Tempo (min) Distancia (m)
Média Desvio | Média | Desvio | Média | Desvio | Média | Desvio
Controle | 295.80 34.01
3 horas | 317.51 16.54 |203.90 | 35.10 | 32.10 4.39 |656.00 | 133.71
24 horas | 289.18 16.63 157.70 | 36.46 | 28.26 3.44 555.40 | 124.20

Nao houve diferenca significativa nos valores de massa corporal entre os grupos. Em
relacdo aos dados de desempenho ndo foi detectada diferenca significativa em nenhum dos
parametros analisados, indicando que o esforgo realizado pelos animais dos grupos 3h e 24h foi

similar.
Analise das proteinas diferencialmente expressas no soro
A Figura 1 apresenta o perfil dos géis bidimensionais representativos obtidos para as

amostras de soro dos ratos na fracdo sem IgGs e sem albumina (A) e na fracdo sem IgGs com

albumina (B).
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Figura 1. Gel bidimensional (pH 3-10; 12% com 300 pg de proteinas corado com Comassie Blue Colloidal)
de um rato do grupo 3h, representativa dos géis obtidos nos grupos. A - Fragdo sem albumina e sem IgG e B
- Fracdo sem IgG e com albumina. Os numeros representam o SPOT ID das proteinas diferencialmente
expressas entre 0s grupos.

Foram analisados 62 spots na fracdo sem albumina e sem IgG (A), e 30 spots na fracao
sem IgG e com albumina (B). O coeficiente de variacdo do volume relativo dos spots dos trés
grupos foi inferior a 30%. Esta variacdo representa tanto a variacdo experimental quanto a
variacdo bioldgica, e se apresenta dentro da faixa de 20 -30% ja descrita na literatura para
analise protedmica?.

Do total de spots analisados foram detectados 7 e 5 proteinas diferencialmente expressas
na fracao sem albumina e sem IgG (figura 1A) e na fragdo sem IgG e com albumina (figura 1B),
respectivamente. As proteinas identificadas através da espectrometria de massas representam
proteinas de fase aguda do processo inflamatério tais como alfa-1-macroglobulina, haptoglobina,
fator de complemento 3, transferrina, proteina ligadora de retinol e ceruloplasmina.

A Figura 2 mostra o boxplot referente ao volume relativo dos spots 328, 526 e 527 na
fracdo sem IgG e sem albumina (Figura 1A) e 249 e 253 da fragdao sem IgG e com albumina

(Figura 1B), identificados como a proteina alfa-1-macroglobulina.
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Figura 2. Boxplot do volume relativo dos spots 328, 526 e 527 (2A - fragdo sem albumina - figura 1A) e dos
spots 249 e 253 (2B - fragdo com albumina - figura 1B), identificados como alfa 1 macroglobulina. Em todos
os spots o grupo 24 horas apresentou alteragao significativa em relagao ao grupo controle (p<0.05).

Podemos observar um aumento significativo da alfa-1-macroglobulina no grupo 24h
quando comparado ao grupo controle em todos os spots analisados. No grupo 3h observou-se
uma tendéncia de aumento em relagdo ao controle, contudo, sem diferenga estatistica.

A Figura 3 mostra o boxplot referente ao volume relativo do spot 411 na fracdo sem IgG e
sem albumina (Figura 1A) e do spot 109 da fragdao sem IgG e com albumina (Figura 1B),

identificados como a proteina transferrina.
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Figura 3. Boxplot do volume relativo dos spots 411 (3A - fracdo sem albumina figura 1A) e 109 (3B - fracao
com albumina - figura 1B) identificados como transferrina. Em ambos spots o grupo 24 horas apresentou
alteracdo significativa em relacdo ao grupo controle (p<0.05).

Nao observamos diferencas entre os grupos controle e 3h na concentracdo da transferrina.
Apenas o grupo 24h apresentou um aumento significativo quando comparado ao grupo controle
para ambos os spots analisados.

A Figura 4 mostra o boxplot referente ao volume relativo do spot 535 na fracdo sem IgG e
sem albumina (Figura 1A) e do spot 255 da fracdo sem IgG e com albumina (Figura 1B),

identificados como haptoglobina.
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Figura 4. Boxplot do volume relativo dos spots 535 (4A - fracdo sem albumina: figura 1A) e 255 (4B -
fragdo com albumina: figura 1B) identificados como haptoglobina. Em todos os spots o grupo 24 horas
apresentou alteracao significativa em relagdao ao grupo controle (p<0.05).

Podemos observar um aumento na concentracdo da proteina haptoglobina no grupo 24h
quando comparado com o grupo controle em todos os spots analisados. Ndo observamos

diferencas significativas entre o grupo controle e 3h.
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A Figura 5 mostra o boxplot referente ao volume relativo dos spots 340 e 553 na fracdo
sem IgG e sem albumina (Figura 1A) e do spot 293 da fragdo sem IgG e com albumina (Figura
1B), identificados como ceruloplasmina, fator de complemento 3 e proteina ligadora de retinol,

respectivamente.
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Figura 5. Boxplot do volume relativo dos spots 340 e 553 (5A - fracdo sem albumina: figura 1A)
identificados como ceruloplasmina e fator de complemento 3, respectivamente e do spot 293 (5B - fragao
com albumina: figura 1B) identificado como proteina ligadora de retinol. Em todos os spots o grupo 24 horas
apresentou alteracao significativa em relagdao ao grupo controle (p<0.05).

As proteinas ceruloplasmina e fator de complemento 3 apresentaram o mesmo
comportamento, aumentando sua concentragcdo no grupo 24h. Ao contrario, a proteina ligadora de
retinol apresentou uma queda tanto no grupo 3h quanto no grupo 24h quando comparados ao
controle. Contudo, apenas a diminuigdo do grupo 24h foi significativa.

As Tabelas 3 e 4 mostram os dados referentes a identificacdo das proteinas pelas técnicas
de PMF, e os peptideos obtidos por MS/MS na fragbes sem albumina e com albumina,
respectivamente. A Figura 6 mostra os espectros MS/MS obtidos para a proteina fator de

complemento 3 (spot 553).



Tabela 3: Parametros referentes a identificagdo das proteinas por PMF e MS/MS na fragdo sem albumina.
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S})gt r;::;:i:: Gi SF::':)I:e (1;5::) Psl‘;t:ien Peptid::::fse;;i;icados Modificacdo Peph:irdeo Peph:irdeo M?(S:‘ot ’|v-|assa (kDa) B pI
(>79) (>66) Esperado Calculado Score Tedrica | Observada | Teérico | Observado
340 | Ceruloplasmina | 49048530 321 92,1 271 ELISVDTEQSNFYLR 1813,9700 1812,9600 63,10 120.667 122.377 5,4 5,1
LPEGTTYEEYLGAEYLQAVGNIR 2586,3884 | 2585,3806 60,07
KPVDQYEDCYLAR C(+57) 1656,8351 1655,8273 66,57
KPVTEFATCHLAQAPNHVVVSR C(+57) 2461,3916 | 2460,3838 51,27
411 Transferrina | 1854476 175 78,4 185 LYLGHSYVTAIR 1392,8158 | 1391,8080 75,42 76.365 77.123 6,9 6,9
GDKDCTGNFCLFR 2 x C(+57) | 1589,7488 | 1588,7410 61,95
ASDSSINWNNLK 1348,7058 | 1347,6980 46,46
DCTGNFCLFR 2 x C(+57) | 1289,5967 1288,5889 63,58
WCALSHQER C(+57) 1186,5890 1185,5812 51,80
535 Haptoglobina | 60097941 176 79,8 105 SCAVAEYGVYVR C(+57) 1373,7100 1372,7021 60,33 38.564 38.664 6,1 5,8
SGIPIVTSPYQIHFTK 1788,0554 | 1787,0476 64,90
Fator de NVDGTAFVIFGVQDEDKK 1982,0895 1981,0817 93,85
553 Compl;mento 15813861 182 50,8 110 TVVIVIETPDGVPIKR 1736,1167 1735,1089 68,40 187.930 23.894 9,1 6,1
VELKPGDNLNVNFHLR 1865,0980 1864,0902 93,85
TIYTPGSTVFYR 1404,7850 1403,7772 87,97
QLNYQHSDGSYSTFGDR 1974,9403 1973,9325 88,41
328 Alfa-1-- | 010625003 73 GSIFNSGSHVLPLEQGK 1769,9795 | 1768,9717 51,08 168.480 166.768 6.5 538
macroglobulina - IHFLLNEDALK 1312,7703 1311,7625 59,92 ’ ’
AEQGAYLGPLPYK 1406,7808 | 1405,7730 46,80
YNILPEAEGEAPFTLK 1791,9724 | 1790,9646 68,12
526 Alfa-1- | 01895093 197 TEVNTNHVLIYIEK 1672,9369 | 1671,9291 57,41 45.000 43.278 6.5 58
macroglobulina - mMVSGFIPVKPSVK O (+16) 1404,8218 | 1403,8140 49,98 ’ ’
VNTLPLNFDK 1160,6549 1159,6471 51,11
YNILPEAEGEAPFTLK 1791,9567 1790,9489 75,27
TEVNTNHVLIYIEK 1672,9254 | 1671,9176 59,03
527 macféﬁ;t'u”na 81872093 | ____ |___| 106 VSGSGCVYLQTSLK C (+57) 1498,7853 | 1497,7775 50,19 45.000 42.278 6,5 59
QQNSHGGFSSTQDTVVALQALSK 2403,2593 | 2402,2515 66,96
VNTLPLNFDK 1160,6504 | 1159,6426 42,94

Spot ID - identificagdo do spot no gel (Figura 1 A); Gi - nUmero de acesso da proteina no banco de dados do NCBI; PMF Score - parametro proposto
por Stead 20062° que indica a fidedignidade da identificacdo; TIC - Percentagem da corrente idnica total dos peptideos que deram match na andlise por
PMF; Protein Score - parametro do software Mascot que representa confianca de p<0.05 na identificacdo da proteina; Massa molecular teérica (Mr
Teorica) e plI tedrico (pI Teodrico) valores obtidos do banco de dados; Massa molecular observada (Mr observada) e pI observado (PI
observado) - valores obtidos através da analise de imagem. * proteina ndo identificada pelo programa MS-FIT.




Tabela 4: Parametros referentes a identificacdo das proteinas por PMF e MS/MS na fragdo com albumina.
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Spot Nome da o PMF TIC | Protein Peptideos identificados Modificacdo | Mr Peptideo | Mr Peptideo | Mascot Ion Mas:sa Massa pI pI
ID Proteina (S:;;; (%) (S:g;e) por MS/Ms Esperado Calculado Score Ta(ol;lac)a Ob(s:lg\;a)da Teérico | Observado
293 LigP;%tcfrigade 158187535 80 64,2 113 LQNLDGTCADSYSFVFSR C(+57) 2080,0090 2079,0012 120,39 23.220 24.561 5,7 6,2

Retinol FSGLWYAIAK 1155,6459 1154,6381 54,43
LPEGTTYEEYLGAEYLQAVGNIR 2586,3884 2585,3806 60,07
KPVDQYEDCYLAR C(+57) 1656,8351 1655,8273 66,57
KPVTEFATCHLAQAPNHVVVSR C(+57) 2461,3916 2460,3838 51,27
109 Transferrina 1854476 175 88,3 170 LYLGHSYVTAIR 1392,8158 1391,8080 75,42 76.365 77.123 6,9 6,9
GDKDCcTGNFcLFR 2 x C(+57) 1589,7488 1588,7410 61,95
ASDSSINWNNLK 1348,7058 1347,6980 46,46
DcTGNFcLFR 2 x C(+57) 1289,5967 1288,5889 63,58
WCcALSHQER C(+57) 1186,5890 1185,5812 51,80
255 Haptoglobina 60097941 161 86,5 113 SCAVAEYGVYVR C(+57) 1373,6765 1372,6687 63,87 38.564 38.922 6,1 5,7
SVVDIGLIK 943,5852 942,5774 45,15
SGIPIVTSPYQIHFTK 1788,0554 1787,0476 64,90
NVDGTAFVIFGVQDEDKK 1982,0895 1981,0817 93,85
553 ComF[flte"r;gsto 3 | 15813861 182 |26,2| 110 TVVIVIETPDGVPIKR 1736,1167 | 1735,1089 68,40 187.930 | 23.894 9,1 6,1
VELKPGDNLNVNFHLR 1865,0980 1864,0902 93,85
TIYTPGSTVFYR 1404,7850 1403,7772 87,97
YNILPEAEGEAPFTLK 1791,9724 1790,9646 68,12
249 macfgf;al(-)t-u“na 81872093 . . 88 TEVNTNHVLIYIEK 1672,9369 1671,9291 57,41 45.000 43.278 6,5 5,8
mVSGFIPVKPSVK O (+16) 1404,8218 1403,8140 49,98
VNTLPLNFDK 1160,6549 1159,6471 51,11
YNILPEAEGEAPFTLK 1791,9567 1790,9489 75,27
TEVNTNHVLIYIEK 1672,9254 1671,9176 59,03
253 macfg‘;;ﬁ,ina 81872093 | | 81 VSGSGCVYLQTSLK C (+57) 1498,7853 1497,7775 50,19 45.000 42.278 6,5 59
QQNSHGGFSSTQDTVVALQALSK 2403,2593 2402,2515 66,96
VNTLPLNFDK 1160,6504 1159,6426 42,94

Spot ID - identificacdo do spot no gel (Figura 1 B); Gi - nimero de acesso da proteina no banco de dados do NCBI; PMF Score - parametro proposto
por Stead 2006%° que indica a fidedignidade da identificacdo; TIC - Percentagem da corrente idnica total dos peptideos que deram match na analise por
PMF; Protein Score - parametro do software Mascot que representa confianca de p<0.05 na identificacdo da proteina; Massa molecular teérica (Mr
Teorica) e plI tedrico (pI Teodrico) valores obtidos do banco de dados; Massa molecular observada (Mr observada) e pI observado (PI

observado) - valores obtidos através da analise de imagem. * proteina ndo identificada pelo programa MS-FIT.
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Figura 6: Espectros MS/MS referente aos peptideos identificados da proteina fator de complemento
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DISCUSSAO

Este trabalho investigou através da analise protedmica quais as proteinas diferencialmente
expressas no soro de animais que realizaram um exercicio exaustivo em esteira rolante 3h e 24h
ap6s a realizacdo do esforco. Esse é o primeiro estudo a utilizar analise prote6mica de soro de
ratos para investigar os efeitos decorrentes do exercicio no perfil proteico. Obtivemos proteinas
diferencialmente expressas em ambas as fragdes de soro, livre de IgGs e albumina e livre de IgGs
com albumina, permitindo um quadro mais exato da resposta ao estresse de uma Unica sessdo de
exercicio exaustivo de média duracdo.

As 12 proteinas diferencialmente expressas no grupo 24h foram identificadas através da
espectrometria de massas e correspondem as proteinas: alfa-1-macroglobulina, haptoglobina,
fator de complemento 3, transferrina, ceruloplasmina e proteina ligadora de retinol. Dessas,
apenas a Ultima apresentou uma diminuicdo na concentracao.

A funcao da proteina ligadora de retinol estd relacionada ao transporte de vitamina A para

24,25

os tecidos . Embora esta proteina ndo seja muito analisada em estudos que usam exercicio

como modelo experimental, diversos trabalhos sugerem sua atuacdo como uma proteina de fase

26,28 corroborando com os resultados observados neste estudo.

aguda negativa

As outras proteinas diferencialmente expressas cujas concentragdes apresentaram-se
elevadas fazem parte de um conjunto de proteinas envolvidas na resposta de fase aguda
decorrente da instalacdo de um processo inflamatorio. As proteinas de fase aguda sdo produzidas
pelo figado, principalmente pela sinalizacdo da interleucina 6 (IL6), e aparecem na corrente
sanguinea algumas horas apds o inicio da inflamacgdo?®. Sdo classificadas como proteinas de fase
aguda positiva: proteina C reativa (PCR), alfal-glicoproteina acida, amildide sérica A,
haptoglobina, fibrinogénio, alfa-2-macroglobulina, alfal-antitripsina e ceruloplasmina. O aumento
na concentragdo dessas proteinas no soro dos ratos indica a instalagdo de um processo
inflamatorio em decorréncia do esforgo realizado.

Werling e colaboradores®® caracterizaram algumas alteragdes nas concentracdes
plasmaticas das proteinas de fase aguda, mostrando que mudancas mensuraveis sdo vistas cerca
de 4 - 5 horas apds o estimulo, permanecendo elevadas por 24 horas e voltam aos niveis basais
cerca de 48-72 horas, dependendo da magnitude do trauma. Nossos dados confirmam essa
cinética. As alteragdes visualizadas apds 3h apds o exercicio foram muito ténues, sendo que

somente 24h apos o estimulo houve aumento significativo na concentracdo destas proteinas.
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A maioria dos estudos com exercicio que analisaram a resposta das proteinas de fase
aguda se restringe a mensuracdo das concentracdes séricas de PCR. Pouquissimos trabalhos
tentam analisar as alteragdes das proteinas de fase aguda em seu conjunto, como neste estudo.

Grande parte dos estudos que analisaram as concentracdes da PCR apds a realizacao de
um exercicio exaustivo mostrou aumento desta proteina 24-48h apés o estimulo® *°. No nosso
estudo a PCR nao foi umas das proteinas diferencialmente expressas, corroborando com outros
trabalhos, que também ndo encontraram diferencas significativas nesta proteina apds um treino
de futebol de moderada e alta intensidade®!, 60 minutos de corrida em ambiente quente33? e apds
a Volta da Espanha®3.

Cinco spots cujas intensidades apresentaram-se elevadas 24 horas apdés o término do
exercicio foram identificados como alfa-1-macroglobulina, uma proteina que pertence a familia de
proteinas da alfa-2-macroglobulina. Esta familia de proteinas atua como inibidora dos quatro tipos
de proteases, além de atuar como proteina de fase aguda®*. Ndo é uma proteina usualmente
mensurada nos estudos com exercicio. No entanto, ja em 1969 um estudo mostrou aumento nas
concentracdes de alfa-2-macroglobulina no soro de atletas em resposta a uma sessao de
exercicio®®>. O aumento da alfa-1-macroglobulina pode indicar um maior controle sobre a atividade
das proteases que atuam no tecido danificado, impedindo que estas enzimas degradem células
integras. Esta familia de proteinas parece mediar também a atividade de algumas interleucinas,
embora esta fungdo precise ser melhor investigada®*.

Dois spots foram identificados como haptoglobina, uma proteina cuja principal fungdo é
ligar-se a hemoglobina livre, com o objetivo de evitar a perda de ferro devido a lise das
hemacias®®. Alguns estudos analisaram a concentracdo de haptoglobina apés diversos tipos de
exercicio e encontraram uma diminuicdo na concentracdo desta proteina 24h apds o esforco.
Contudo, estes estudos mostraram também um aumento de hemoglobina livre no plasma,
diminuicdo do hematocrito e hemoglobina, indicando um quadro de hemdlise decorrente do
exercicio®”*®3°, A contagem de hemécias (3h: 8,36+0,42 10%/mm? vs 24h: 8,38+0,32 105/mm?),
hematoécrito (3h: 51+1% vs 24h: 48+1%) e hemoglobina (3h: 15,90+0,44g/L vs 24h:
16,21+0,28g/L) dos nossos animais ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos,
indicando que ndo houve lise das células vermelhas.

Weight e colaboradores*® também encontraram aumento na concentracdo de haptoglobina
24h apdés uma maratona. Esse aumento pode estar associado a fungdo antiinflamatoéria desta
proteina na resposta de fase aguda, uma vez que este comportamento parece andalogo ao

observado em quadros inflamatério desencadeados por algumas doengas®**!,
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Muitos trabalhos classificam a transferrina como uma proteina de fase aguda negativa®®*2,

Nosso estudo mostrou o contrario. Dois spots, identificados como transferrina apresentaram sua
concentragdo aumentada 24h apds o esforgo. Interpretamos este aumento como uma forma de
preservacdo do ferro. Uma das funcdes da transferrina é se ligar ao ferro, diminuindo a
quantidade deste fon livre no plasma, e conseqilientemente sua oxidacdo por radicais livres®.
Aumentos na concentracdo de transferrina também foram encontrados apdés uma corrida de 100
km?** e ap6s uma sessdo de treino intenso em jogadoras de futebol®!,

A concentracdo de ceruloplasmina também se apresentou elevada no soro 24h apds o
exercicio. Além de ser uma das proteinas de fase aguda positiva, esta proteina é a principal forma
de transporte do cobre pelo sangue. Outras funcdes estdo relacionadas a regulacdo dos niveis de
ferro e zinco, oxidagdo de grupos amina e acdo antioxidante®. Aumentos da ceruloplasmina
também ja foram relatados em jogadoras de ténis apds uma sessdo de treino intenso>? e apds 60
minutos de corrida em ambiente quente®?.

Apenas um spot foi identificado como o fator de complemento 3, cuja concentracdo estava
aumentada 24h apds o exercicio. Diversos estudos indicaram que uma das funcdes das proteinas
de fase aguda é a ativagdo do sistema de complemento para auxiliar no processo inflamatério?®.
Niveis aumentados do fator de complemento C3 e C4 ja foram observados em decorréncia da
pratica da atividade fisica*’3%33,

Os dados apresentados nesse estudo, utilizando a analise proteé6mica do soro de ratos,
mostraram claramente uma resposta de fase aguda decorrente da instalacdo de um processo
inflamatorio 24 horas apods o exercicio incremental aplicado. Estes dados reforgam a teoria
proposta por Smith!, de que a geracdo de microtraumas na musculatura esquelética quando
acompanhada de um periodo de regeneracdo adequado representa um dos mecanismos
envolvidos na resposta adaptativa ao treinamento fisico sistematizado. E importante ressaltar que
diferente de lesGes ou traumas mais severos, o tratamento necessario para a “cura” desses
microtraumas consiste apenas de um tempo adequado de recuperagdo até a realizacdo da
proxima sessdo de treino.

Compreender melhor as fungbes e comportamentos das proteinas diferencialmente
expressas durante o processo de treinamento podera contribuir para a correta programacgdo de
aplicagdo de estimulos e descanso. Nesse sentido, a analise protedbmica mostrou-se uma

ferramenta extremamente util.
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RESUMO

A resposta adaptativa decorrente de um treinamento fisico é conseqliéncia de um processo
intenso de sintese protéica que acontece durante o descanso pds-esforco. Quando o tempo para a
recuperacdao estd adequado, observa-se aumento do desempenho. Um processo continuo de
treinamento intensificado sem o tempo de recuperacdo necessario € denominado overtraining.
Este pode culminar em basicamente dois estados diferenciados em relagdo ao desempenho:
overreaching funcional (FOR), com manutencdo ou mesmo melhora de desempenho apds o
descanso, e overreaching nao funcional (NFOR), caracterizado pela queda no desempenho por
semanas ou meses. Recentemente nosso grupo de pesquisa validou um protocolo de indugdo ao
continuum treinamento-overtraining que induz os animais aos estados adaptado, FOR e NFOR. O
objetivo deste trabalho foi identificar através da analise protedmica as alteragdes no perfil proteico
de soro de ratos submetidos a esse protocolo. As amostras de soro de animais dos grupos
controle, treinado, FOR e NFOR foram submetidas a eletroforese bidimensional e os spots
diferencialmente abundantes foram identificados através da espectrometria de massas. As
principais alteragGes detectadas foram em proteinas de fase aguda e proteinas envolvidas com o
transporte de colesterol. O grupo FOR apresentou aumento das proteinas transferrina, pré-
albumina e proteina ligadora de retinol, envolvidas na adaptacdo mitocondrial. Os animais do
grupo FOR também apresentaram aumentos nas concentragdes das apolipoproteinas Al e E. Esse
aumento poderia ser um dos mecanismos adaptativos envolvidos na melhora do perfil lipidico em
resposta ao treino de endurance. Ja o grupo NFOR apresentou um quadro inflamatoério cronico,
com diminuicdo das proteinas transferrina, pré-albumina e proteina ligadora de retinol. Isso pode
representar um prejuizo para a producdo de energia, o que explicaria a queda de performance

nesses animais.

Palavras - Chaves: adaptagdo, overtraining, proteoma, soro, biomarcador, proteinas de fase

aguda, apolipoproteina.
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INTRODUGCAO

Um programa ou periodizagdo de treinamento € caracterizado por modulagdes na
intensidade, volume e freqliéncia de esforgo, com aplicacdo de estimulos sucessivos ao longo das
semanas. O objetivo é sempre induzir um desequilibrio na homeostasia do organismo e disparar
diversas vias de sinalizagdo intracelular, que irdo ativar a transcricdao de diversos genes e a
subseqliente sintese protéica. Ou seja, a resposta adaptativa ao exercicio é conseqliéncia de um
aumento na sintese de diversas proteinas, tanto estruturais quanto metabdlicas que irdo conferir
as células musculares uma melhora na capacidade de producdo de energia assim como uma maior
resisténcia a fadiga, gerado pelo préprio treino® 2.

O treinamento de endurance melhora o metabolismo oxidativo, aumenta a utilizacdo de
gorduras como fonte de energia, aumenta o volume e numero de mitocéndrias (biogénese
mitocondrial), converte fibras rapidas em fibras lentas, melhora a capilarizacdo e trocas gasosas,
além de aumentar a captacdo de glicose pela musculatura. Melhora ainda o perfil lipidico®*>.

As principais vias de sinalizacdo envolvidas no processo adaptativo decorrente do
treinamento de endurance estdo relacionadas a ativacdo da proteina quinase dependente de AMP
(AMPK), proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK) e proteinas dependentes de calcio (como
calmodulina quinase e calcineurina)®’®°, Todas essas vias sdo estimuladas durante o exercicio e
permanecem ativadas por poucas horas (2-3horas) apos o término da atividade. Ja o processo de
sintese protéica pode permanecer estimulado por mais de 24 horas, sendo influenciado em grande
parte pela disponibilidade de nutrientes’*°. Assim, para que a resposta adaptativa seja positiva é
necessario um tempo de recuperacdo adequado.

Um processo continuo de treinamento intensificado sem o tempo de recuperagao
necessario € denominado overtraining (OT). De acordo com a proposta do European College of
Sports Science o OT pode culminar em basicamente dois estados diferenciados em relacdo ao
desempenho: overreaching funcional (FOR), com manutencdo ou mesmo melhora de desempenho
apos o descanso, e overreaching nao funcional (NFOR), caracterizado pela queda no desempenho
por semanas ou meses’!. O estado NFOR pode vir acompanhado de alteragdes metabdlicas,
fisiologicas, imunoldgicas e comportamentais, o que torna a diferenciagdo entre este estado e a
sindrome do overtraining bastante dificil**'3, Recentemente nosso grupo de pesquisa validou um
protocolo de indugdo ao continuum treinamento-overtraining que induz os animais aos estados
adaptado, FOR e NFOR,

A andlise protedmica permite separar, quantificar e identificar em larga escala o perfil
proteico de tecidos e fluidos bioldgicos, possibilitando uma visdo mais global do que esta

ocorrendo em diferentes situacBes fisioldgicas'®. Poucos trabalhos até o momento aplicaram a
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andlise prote6mica com intuito de investigar as alteracdes desencadeadas pelo treinamento
fisico®17:18
Boluyt e colaboradores!® verificaram as mudangas no proteoma cardiaco de ratos

1718 astudou a

submetidos a seis semanas de treinamento intervalado em esteira. Burniston
alteracao no perfil proteico do musculo plantar e do musculo cardiaco de ratos submetidos a um
treinamento de endurance a 70-75% VO,ma, com duracdao de 30 minutos e quatro sessdes de
treino por semana por um periodo de 5 semanas. Entretanto, o estudo das alteracdes no perfil
proteico do soro decorrentes de um processo adaptativo e no overtraining na tentativa de se
identificar possiveis biomarcadores para estas situacdes ainda nao foi investigado.

O objetivo do presente trabalho foi verificar através da analise proteémica, a alteracao do
perfil proteico de soro de ratos submetidos a um protocolo de indugdo a um continuum
treinamento-overtraining. A associacdo dos estados FOR e NFOR com a analise do perfil proteico
em sangue pode contribuir para o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos nesses

processos

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 26 ratos machos da linhagem Wistar, adquiridos do Centro de Bioterismo
da UNICAMP alimentados com racgdo e agua ad libitum. Durante o periodo de experimento os
animais foram mantidos em ambiente com a temperatura controlada entre 18 e 22°C e
fotoperiodo de 12 horas com ciclo de luz claro-escuro invertido. Todo o procedimento adotado
neste trabalho teve a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de
Biologia da UNICAMP - protocolo 638-1 (anexo).

Protocolo de Treinamento

O protocolo de treinamento foi realizado em esteira rolante de acordo com estudos prévios
do nosso laboratério®.

Todos os animais, com 45 dias de vida, foram submetidos a duas semanas de adaptacgao a
esteira que consistiu de uma sessdo de treino ao dia durante 5 dias a uma velocidade de 12m/min
por 10 minutos. Apds esta fase, os animais que ndao eram aptos a correr foram excluidos (n=5), 6
animais constituiram o grupo controle (CT) e os demais foram submetidos ao treinamento (n=15).

O treinamento consistiu de um protocolo com o intuito de induzir os ratos a um continuum

Treinamento - Overtraining com duragao total de 11 semanas com 5 sessbOes de treino por
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semana. Da primeira a quarta semana houve um aumento progressivo da intensidade e volume
de treino com apenas uma sessdo ao dia e 24 horas de recuperagdo entre os treinos. Da quinta a
oitava semana houve uma manutengao da intensidade e volume atingidos na quarta semana, com
uma sessdo de treino ao dia e 24 horas de recuperacdao entre as sessdes. Da nona a décima
primeira semana manteve-se o volume e intensidade de treino, aumentando-se o numero de
sessOes de treino para 2, 3 e 4 sessOes/dia e diminuindo-se o tempo de recuperagao entre as

sessoOes para 4, 3 e 2 horas respectivamente, como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1: Protocolo de Treinamento Continuo em Esteira.

Semana Velocidade Tempo Namero de Tempo de
(m/min) (min) sessOes recuperacgao entre as

diarias sessoes
12 15 20 1 24 horas
29 20 30 1 24 horas
3a 22,5 45 1 24 horas
4a 25 60 1 24 horas
532 a 82 25 60 1 24 horas
9a 25 60 2 4 horas
102 25 60 3 3 horas
112 25 60 4 2 horas

Os animais do grupo controle (n=6) foram colocados na esteira trés vezes por semana a
uma velocidade de 12m/min por 10 minutos durante todo o periodo de treino. Desta maneira,
estes animais sempre tinham um contato com a esteira, pois também seriam submetido ao teste

de performance ao longo do treinamento.

Cronograma dos Testes de Performance

Todos os testes de performance foram realizados 60 horas apds a Ultima sessdo de treino.
Consistiram do protocolo incremental de exercicio até a exaustdao descrito anteriormente no
Capitulo 2. A performance dos animais foi determinada a partir do calculo do trabalho mecanico
realizado pelos mesmos'®.

Ao todo foram realizados 6 testes de performance: no momento inicial, apés a quarta,
oitava, nona, décima e décima primeira semana de treino. Ao final, os animais que participaram
do treinamento foram divididos nos seguintes grupos: treinado (T, n=6), overreaching funcional
(FOR, n=5) e overreaching ndo-funcional (NFOR, n=4). Todos os grupos foram sacrificados 60

horas apds a realizacdo do teste de performance, sendo que os animais dos grupos controle e T
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foram sacrificados apds a nona semana, e os animais dos grupos FOR e NFOR foram sacrificados

apos a décima primeira semana.

Separacao dos grupos FOR e NFOR

A separacao dos grupos FOR e NFOR foi feita a partir da analise dos dados de performance
nos testes apds a nona, décima e décima primeira semana de treinamento, conforme proposto
por Hohl e colaboradores!®. Esses autores propuseram a analise do coeficiente angular da reta
obtida com os valores de performance das trés ultimas semanas de treino. O valor de corte de a=
-15,05 Kg.m utilizado para separacao dos grupos FOR e NFOR foi determinado a partir dos dados
de performance de um grupo de animais controle (n=8) considerando a média do trabalho
realizado (-3.26 Kgm) menos um desvio padrdao (11.79Kgm). Ou seja, os animais que
melhoraram seu desempenho apresentaram a=-15,05 Kg.m, sendo selecionados para o grupo
FOR (n=5). Os animais que pioraram seu desempenho apresentaram a<-15,05 Kg.m, sendo
selecionados para o grupo NFOR (n=4). A Tabela 2 mostra os valores dos coeficientes angulares

dos animais de cada grupo.

Tabela 2: Valores dos coeficientes angulares obtidos para cada animal a partir dos dados de performance na
nona, décima e décima primeira semana.

Animais | Coeficiente Angular
FOR1 25.5
FOR 2 78.5
FOR 3 61.5
FOR4 28.5
FORS5 -10.5
NFOR 1 -33
NFOR 2 -57
NFOR 3 -140.5
NFOR 4 -49

Obtencdo das proteinas diferencialmente expressas:
Todo o procedimento adotado na coleta de sangue, preparacao das amostras de soro,
eletroforese bidimensional, andlises estatisticas e identificagdo das proteinas diferencialmente

expressas seguiram os mesmos procedimentos descritos no capitulo 2 deste trabalho.
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RESULTADOS

Anadlise da Performance e Massa Corporal
A Figura 1 apresenta os valores do trabalho realizado no teste de performance pelos
animais dos grupos CT, T, FOR e NFOR no momento inicial, apds a quarta, oitava, nona, décima e

décima primeira semanas.
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Figura 1. Média e desvio padrdo do trabalho realizado no teste de performance pelos grupos CT, T, FOR e
NFOR no inicio do treinamento, apds a quarta, oitava, nona, décima e décima primeira semana de treino. a -
diferenca em relagdo ao grupo CT (p<0.05); b - diferengca do grupo em relagdo ao momento inicial
(p<0.05); c - diferenca do grupo em relagdo ao momento inicial (p<0.01); d - diferenca em relagao ao
grupo NFOR na décima primeira semana (p<0.05).

Podemos observar que todos o0s grupos apresentaram um aumento progressivo da
performance no decorrer das semanas de treino. Até a nona semana ndo houve diferencas entre a
performance dos grupos T, FOR e NFOR. Na décima semana o grupo FOR continuou aumentando
seu desempenho enquanto o grupo NFOR apresentou uma queda no rendimento. Na décima
primeira semana o grupo FOR apresentou manutengdo do rendimento em relagdo a semana
anterior, com desempenho significativamente maior em relacdo ao grupo NFOR, que continuou

com desempenho em queda.
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A Tabela 3 apresenta os valores médios da massa corporal dos ratos dos grupos CT, T, FOR
e NFOR no momento inicial, apds a quarta, oitava, nona, décima e décima primeira semanas de
treino.
Tabela 3: Média e desvio padrdo da massa corporal (gramas) dos grupos CT, T, FOR e NFOR durante as 11

semanas de treino. a - diferenca em relacdo a CT e T no momento inicial (p<0.05); b - diferenca do grupo
em relagdo ao momento inicial (p<0.05).

Inicio 42 Semana 82 Semana 92 Semana 102 Semana 113 Semana

Grupo
Média | Desvio | Média | Desvio | Média | Desvio | Média Desvio | Média Desvio | Média | Desvio

Controle | 290.83 25.16 |382.79| 32.68 |414.66°| 36.05 | 416.46° 38.79

Treinado | 293.17 23.07 |351.99| 26.88 |386.73°| 25.27 | 380.71° 24.00

FOR 331.16 19.09 [386.07| 20.07 |394.86°| 34.06 400.53 23.63 392.39 31.91 383.64 | 18.38

NFOR 351.307 | 22.62 |394.53| 23.58 401.67 | 26.34 412.31 12.15 405.92 18.41 385.77 | 24.20

Podemos observar que todos os grupos ganharam massa desde o inicio do treinamento até
a nona semana de treino. Os animais dos grupos FOR e NFOR tiveram uma perda de massa

corporal (ndo significativa), de 17 e 60 gramas, respectivamente a partir da 92 semana.

Analise do Perfil Proteico do Soro dos Ratos CT, T, FOR e NFOR:
A Figura 2 apresenta o perfil dos géis bidimensionais obtidos para as amostras de soro dos

ratos na fracdo sem IgGs e sem albumina (A) e na fracdo sem IgGs e com albumina (B).
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Figura 2. Gel bidimensional (pH 3-10; 12% com 300 ug de proteinas corado com comassie blue colloidal) de
uma das amostras de soro de rato treinado, representativo dos géis obtidos nos grupos. A- Fragdo sem
albumina e sem IgGs. B - Fracdo sem IgGs e com albumina. Os numeros representam o SPOT ID das
proteinas diferencialmente expressas entre os grupos.

Foram analisados 65 spots na fracdo sem albumina e sem IgGs (A) e 35 spots na fragao
sem IgGs e com albumina (B). O coeficiente de variacdo do volume relativo dos spots dos quatro
grupos foi inferior a 30%. Esta variacdo representa tanto a variagdo experimental quanto a
variacdo bioldgica e se apresenta dentro da faixa de 20-30% ja descrita na literatura para analise
protedmica’®.

Do total de spots analisados foram detectados, respectivamente 12 e 10 proteinas
diferencialmente expressas na fragdo sem albumina e IgGs e na fracao sem IgGs e com albumina.
As proteinas identificadas através da espectrometria de massas representam proteinas de fase
aguda envolvidas no processo inflamatério como alfa-1-macroglobulina, haptoglobina, fator de
complemento 3, fator de complemento B, transferrina, e proteinas com fungdo de transporte

apolipoproteina Al e apolipoproteina E, proteina ligadora de retinol e pré-albumina.
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Respostas das Proteinas de Fase Aguda
A Figura 3 mostra o boxplot referente ao volume relativo dos spots 55, 57, 267 e 268 na
fracdo sem IgG e sem albumina (Figura 2A) e 508 e 510 da fracao sem IgG e com albumina

(Figura 2B) identificados como a proteina alfa-1-macroglobulina.

SPOT ID: 55 - Alfa-1-Macroglobulina
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Figura 3. Boxplot do volume relativo dos spots 55, 57, 267, 268 (3A - fragdo sem albumina: figura 2A), 508
e 510 (3B - fragdo com albumina: figura 2B) identificados como alfa 1 macroglobulina. Para os spots 55, 57,
267, 268, 508, 510, grupo NFOR estatisticamente diferente do grupo controle. Para o spot 268, NFOR
estatisticamente diferente em relagdo ao grupo treinado.
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Nao houve diferencas significativas nos spots analisados na expressao da alfa-1-
macroglobulina entre os grupos CT, T e FOR. Nos spots 57, 267, 268, 508 e 510 os valores
encontravam-se bem préximos. O spot 55 apresentou uma tendéncia de aumento nos grupos T e
FOR, em relagcao ao grupo CT.

Ja o grupo NFOR apresentou aumento da expressao da alfa-1-macroglobulina em todos os
spots, sendo que os spots 55, 57, 267, 268, 508 e 510 foram significativamente diferentes em
relacdo ao grupo CT, e o spot 268 foi significativamente diferente também em relacdao ao grupo T.

A Figura 4 mostra o boxplot referente ao volume relativo dos spots 275 na fragdao sem IgGs
e sem albumina (Figura 2A) e 517 e 518 da fracdo sem IgGs e com albumina (Figura 2B),

identificados como sendo a proteina haptoglobina.
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Figura 4. Boxplot do volume relativo dos spots 275 (4A - fragdo sem albumina: figura 2A), 517 e 518 (4B -
fracdo com albumina: figura 2B) identificados como haptoglobina. Para o spot 275, NFOR estatisticamente
diferente do grupo FOR. Para o spot 517, NFOR estatisticamente diferente do grupo controle. Para o spot
518, NFOR estatisticamente diferente do grupo treinado.

Somente o grupo NFOR apresentou uma diminuicdo significativa na expressao da
haptoglobina nos spots 275 e 517 em relagao ao grupo FOR e CT, respectivamente. Por outro
lado, o spot 518 do grupo NFOR apresentou um aumento significativo desta proteina em relagao

ao grupo T.
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A Figura 5 mostra o boxplot referente ao volume relativo dos spots 147 e 150 na fragao
sem IgGs e sem albumina (Figura 2A) e 360 e 367 da fragdo sem IgGs e com albumina (Figura

2B), identificados como sendo a proteina transferrina.
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Figura 5. Boxplot do volume relativo dos spots 147, 150 (5A - fragdo sem albumina: figura 2A), 360
e 367(5B - fragdo com albumina: figura 2B) identificados como transferrina. Para o spot 147, grupo treinado
e FOR estatisticamente diferente do grupo controle e NFOR. Para os spots 150, 360 e 367 grupo treinado e

FOR estatisticamente diferente do grupo controle.

Os grupos de animais T e FOR apresentaram aumento significativo na expressdao da
transferrina quando comparados aos grupos CT e NFOR.

A Figura 6 mostra o boxplot referente ao volume relativo dos spots 106, 107 e 108,
identificados como fator de complemento B, e do spot 295, identificados como fator de

complemento 3 presentes na fragao sem IgGs e sem albumina (Figura 2A).
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Figura 6. Boxplot do volume relativo dos spots 106, 107 e 108 identificados como fator de complemento B e
do spot 295 identificado como fator de complemento 3, presentes na fragdao sem albumina (figura 2A). Para
os spots 106, 107 e 108, NFOR estatisticamente diferente do grupo controle. Para o spot 108, NFOR
estatisticamente diferente do grupo FOR. Para o spot 295, NFOR estatisticamente diferente do grupo
treinado.

Os spots correspondentes ao fator de complemento B apresentaram aumento significativo
no grupo NFOR quando comparado ao grupo controle. O spot identificado como fator de

complemento 3 apresentou aumento significativo no grupo NFOR em relacao ao grupo treinado.

Proteinas ligadas ao transporte
A Figura 7 mostra o boxplot referente ao volume relativo do spot 509, identificado como
pré albumina, e do spot 543, identificado como proteina ligadora de retinol presentes na fragdo

sem IgGs e sem albumina (Figura 1A) e sem IgGs e com albumina (Figura 2B), respectivamente.
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Figura 7. Boxplot do volume relativo do spot 509 identificado como pré-albumina (7A - fracdo sem
albumina: figura 2A) e do spot 543 identificado como Proteina ligadora de retinol (7B - fragdo com albumina:
figura 2B). Para o spot 543, FOR estatisticamente diferente do grupo controle e NFOR. Para o spot 509, FOR
estatisticamente diferente do grupo NFOR.

Observamos um aumento significativo na concentracdo da proteina ligadora de retinol no
grupo FOR quando comparado com o grupo CT e NFOR. Para a pré-albumina, o grupo FOR

apresentou um aumento significativo quando comparado ao grupo NFOR.

Proteinas ligadas ao transporte de colesterol
A Figura 8 mostra o boxplot referente ao volume relativo dos spots 536 e 537, identificados
como apolipoproteina Al e do spot 524, identificado como apolipoproteina E na fracdo sem IgG e

com albumina (Figura 2B).
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Figura 8. Boxplot do volume relativo do spot 524 identificado como apolipoproteina E e dos spots 536 e 537
identificados como apolipoproteina A1, presentes na fragdo com albumina (figura 2B). Para os spots 524, 536
e 537, FOR estatisticamente diferente do grupo controle. Para o spot 537, grupo treinado estatisticamente
diferente do grupo controle.

Observamos um aumento significativo na expressdo da apolipoproteina E no grupo FOR em
relacdo ao grupo CT. Para o grupo NFOR foi observada uma diminuicdo desta proteina quando
comparado com os grupos T e FOR, porém sem diferenca estatistica.

Para a apolipoproteina A1, em ambos os spots, observamos um aumento na sua expressao
no grupo T, sendo significativo apenas para o spot 537. O grupo FOR, em ambos 0s casos,
apresentou um aumento significativo em relagdo ao grupo CT. Ao contrario, o grupo NFOR
mostrou uma tendéncia de queda quando comparado ao grupo T e FOR.

A Tabela 4 apresenta um resumo do comportamento das proteinas diferencialmente

expressas no soro dos ratos dos grupos treinado, FOR e NFOR.
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Tabela 4: Alteragdo da concentracgdo das proteinas no soro dos animais dos grupos treinado, FOR e NFOR.

PROTEINA FUNGAO CONCENTRAGCAO NO SORO
Grupo T e FOR Grupo NFOR
Alfa-1-Macroglobulina | PFAP; Atua inibindo proteases. N3do se altera Aumentada
Haptoglobina PFAP; acdo antioxidante; liga- Nao se altera (1 spot) Aumentada
se a hemoglobina para evitar (2 spots) Diminuida
perda de ferro.
Fator de Complemento Amplificacdo do processo N3o se altera Aumentada
B inflamatorio
Fator de Complemento Amplificacao do processo Nao se altera Aumentada
3 inflamatorio
Transferrina Transporte de ferro. Aumentada Diminuida
Proteina Ligadora de Transporte de vitamina A Aumentada Diminuida
Retinol
Pré-Albumina Transporte de hormonio da Aumentada Diminuida
tiredide.
Apolipoproteina Al Apolipoproteina do HDL Aumentada Diminuida
Apolipoproteina E Apolipoproteina do HDL, VLDL Aumentada Diminuida
e LDL

PFAP = proteina de fase aguda positiva; HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL = lipoproteina de baixa

densidade; VLDL = lipoproteina de muito baixa densidade.

As Tabelas 5 e 6 mostram os dados referentes a identificacdo das proteinas pelas técnicas
de PMF e MS/MS nas fracdes sem albumina e com albumina respectivamente. A Figura 9

apresenta os spectros MS/MS obtidos para a proteina alfa-1-macroglobulina (spot 267).
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. . . e . = Mr Mr Mascot
Spot Nome da . PMF TIC | Protein Peptideos identificados Modificagao Peptideo Peptideo Ion Massa Massa pI pI
D p Score o Score Teérica | Observada -
Proteina (>70) (%) (>66) por MS/MS Esperado Calculado Score (KDa) (KDa) Teoérico | Observado
KPVTEFATCHLAQAPNHVVVSR C(+57) 2461,4036 2460,3958 91,93
KPVDQYEDCYLAR C(+57) 1656,8356 1655,8278 67,18
LYLGHSYVTAIR 1392,8186 1391,8108 81,27
147 | Transferrina | 61556986 212 88,8 171 LPEGTTYEEYLGAEYLQAVGNIR 2586,4100 | 2585,4020 >8,74 76.396 76.987 7,1 7,05
ASDSSINWNNLK 1348,7048 | 1347,6970 45,49
GDKDCTGNFcLFR 2 x C(+57) 1589,7483 1588,7405 79,24
WCALSHQER C(+57) 1186,5875 1185,5797 67,13
ADRDQYELLCLDNTR C(+57) 1881,9619 1880,9541 57,02
LPEGTTYEEYLGAEYLQAVGNIR 2586,3884 | 2585,3806 60,07
KPVDQYEDCYLAR C(+57) 1656,8351 1655,8273 66,57
KPVTEFATCHLAQAPNHVVVSR C(+57) 2461,3916 2460,3838 51,27
150 Transferrina 1854476 175 78,4 185 LYLGHSYVTAIR 1392,8158 1391,8080 75,42 76.365 77.163 6,9 6,8
GDKDCTGNFcLFR 2 x C(+57) 1589,7488 1588,7410 61,95
ASDSSINWNNLK 1348,7058 | 1347,6980 46,46
DcTGNFcLFR 2 x C(+57) 1289,5967 1288,5889 63,58
WCALSHQER C(+57) 1186,5890 1185,5812 51,80
509 | Pré - Albumina | 136467 115 |79,8| 109 TADGSWEPFASGK 1352,6566 | 1351,6488 70,93 15.720 13.849 5,8 5,7
ALGISPFHEYAEVVFTANDSGHR 2517,3318 2516,3240 109,98
275 Haptoglobina | 60097941 176 79,8 105 SCcAVAEYGVYVR C(+57) 1373,7100 1372,7021 60,33 38.564 38.099 6,1 5,8
Fator de
106 Complemento | 14902799 148 70,4 111 WDGQTAIcDDGAGYcPNPGIPIGTR | 2 x C (+57) 2691,2861 2690,2783 58,09 82.534 86.568 6,1 5,8
B AEGISEFYDYDVALIK 1832,9558 1831,9480 53,76
Fator de
107 Complemento | 14902799 145 67,1 129 AEGISEFYDYDVALIK 1832,9453 1831,9375 47,09 82.534 86.671 6,1 5,9
B STGSWSVLQTR 1221,6487 1220,6409 50,42
Fator de
108 Complemento | 47059181 166 68,0 124 KAEGISEFYDYDVALIK 1961,0248 1960,0170 44,55 85.120 87.021 6,6 6,7
B LEDTVTYHcSR C(+57) 1380,6511 | 1379,6433 42,96
SGIPIVTSPYQIHFTK 1788,0554 1787,0476 64,90
Fator de NVDGTAFVIFGVQDEDKK 1982,0895 | 1981,0817 93,85
295 Complemento | 15813861 182 50,8 110 TVVIVIETPDGVPIKR 1736,1167 1735,1089 68,40 187.930 21.159 9,1 6,2
3
VELKPGDNLNVNFHLR 1865,0980 1864,0902 93,85
TIYTPGSTVFYR 1404,8500 | 1403,7772 87,97
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Tabela 5: continuagao.

. . . . . = Mr Mr Mascot
Spot Nome da . PMF TIC | Protein Peptideos identificados Modificagao Peptideo Peptideo Ion Massa Massa pI pI
ID p Score o Score Teérica | Observada -
Proteina (>70) (%) (>66) por MS/MS Esperado Calculado Score (KDa) (KDa) Teoérico | Observado
Alfa-1 AESPVFVQTDKPIYKPGQTVK 2332,3490 2331,3413 64,59
3> | macroglobulina | 81872093 — | 26 QLNYQHSDGSYSTFGDR 1974,9629 | 1973,9551 54,79 168.480 165.211 6,5 5,9
IHFLLNEDALK 1312,7568 1311,7490 52,14
QLNYQHSDGSYSTFGDR 1974,9403 1973,9325 88,41
57 Alfa-1- 1 gi872003| | 73 GSIFNSGSHVLPLEQGK 1769,9795 | 1768,9717 51,08 168.480 165.211 6,5 5,9
macroglobulina
IHFLLNEDALK 1312,7703 1311,7625 59,92
AEQGAYLGPLPYK 1406,7808 1405,7730 46,80
YNILPEAEGEAPFTLK 1791,9724 1790,9646 68,12
267 macﬁ)lgak-)t-u”na 81872093 o L 197 TEVNTNHVLIYIEK 1672,9369 1671,9291 57,41 45.000 42.877 6,5 5,8
mMVSGFIPVKPSVK 0 (+16) 1404,8218 1403,8140 49,98
VNTLPLNFDK 1160,6549 1159,6471 51,11
YNILPEAEGEAPFTLK 1791,9567 1790,9489 75,27
Alfa-1 TEVNTNHVLIYIEK 1672,9254 1671,9176 59,03
3-1-
268 | acroglobulina | 81872093 | | 106 VSGSGCVYLQTSLK C (+57) 1498,7853 | 1497,7775 50,19 45.000 43.340 6,5 59
QQNSHGGFSSTQDTVVALQALSK 2403,2593 2402,2515 66,96
VNTLPLNFDK 1160,6504 1159,6426 42,94

Spot ID - identificacdo do spot no gel (Figura 2 A); Gi - nUmero de acesso da proteina no banco de dados do NCBI; PMF Score - parametro proposto
por Stead 20062° que indica a fidedignidade da identificacdo; TIC - Percentagem da corrente idnica total dos peptideos que deram match na andlise por
PMF; Protein Score - parametro do software Mascot que representa confianga de p<0.05 na identificagdo da proteina; Massa molecular tedrica (Mr
Teodrica) e pI tedrico (pI Tedrico) valores obtidos do banco de dados; Massa molecular observada (Mr observada) e pI observado (PI
observado) - valores obtidos através da andlise de imagem. * proteina ndo identificada pelo programa MS-FIT.
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Spot Nome da . PMF TIC Protein Peptideos identificados Modificagdo Pep':irdeo Pep':irdeo Miz‘:)t Massa Massa pI pI
b Proteina (S:c;;e) (%) (S:g;e) por MS/MS Esperado | Calculado | Score 'I'((:(t’)l;iac)a Ob(s:;;a)da Teérico | Observado
543 Lig;?itsrl’gade 158187535 80 64,2 113 LQNLDGTCADSYSFVFSR C(+57) 2080,0090 | 2079,0012 | 120,39 23.220 23.894 5,7 6,5
Retinol FSGLWYAIAK 1155,6459 1154,6381 54,43
KPVTEFATCHLAQAPNHVVVSR C(+57) 2461,4036 | 2460,3958 | 91,93
KPVDQYEDCYLAR C(+57) 1656,8356 | 1655,8278 67,18
LYLGHSYVTAIR 1392,8186 1391,8108 81,27
367 Transferrina 61556986 212 88,8 171 LPEGTTYEEYLGAEYLQAVGNIR 2586,4100 | 2585,4020 58,74 76.396 76.987 7,1 7,05
ASDSSINWNNLK 1348,7048 | 1347,6970 | 45,49
GDKDCcTGNFcLFR 2 x C(+57) 1589,7483 1588,7405 79,24
WCcALSHQER C(+57) 1186,5875 | 1185,5797 67,13
ADRDQYELLCLDNTR C(+57) 1881,9619 1880,9541 57,02
LPEGTTYEEYLGAEYLQAVGNIR 2586,3477 2585,3398 58,3
KPVDQYEDCYLAR C(+57) 1656,8074 | 1655,7996 | 58,11
360 Transferrina 61556986 170 88,3 207 GDKDCcTGNFCLFR 2 x C (+57) 1589,7224 | 1588,7146 45,81 76.396 76.226 7,1 7,2
LYLGHSYVTAIR 1392,7959 1391,7881 47,81
WCcALSHQER C(+57) 1186,5669 | 1185,5591 50,49
518 | Haptoglobina | 60097941 144 | 83,6 118 SCAVAEYGVYVR C (+57) 1373,6765 | 1372,6687 | 63,87 | 38.564 38.387 6,1 5,9
517 Haptoglobina 60097941 161 86,5 113 ScAVAEYGVYVR C(+57) 1373,7100 1372,7021 60,33 38.564 38.099 6,1 5,8
LQAEIFQAR 1075,6372 | 1074,6294 | 47,99
524 Apo”pog“’téi”a 37805241 | 142 | 58,0 68 ELEEQLGPVAEETR 15998555 | 1598,8477 | 102,79 | 35.764 34.604 5,2 5,5
NEVNTmMLGQSTEELR 0 (+16) 1736,8904 1735,8826 46,24
) i WNEEVEAYR 1195,5880 1194,5802 45,08
536 Ap°"p%p1r°te'”a 6978515 155 | 47,2 68 FGLYSDQMR 1116,5597 | 1115,5519 | 53,11 | 30.062 28.423 5,5 5,8
QLNLNLLDNWDTLGSTVGR 2129,1758 2128,1680 57,43
537 ApolipoAplrotel'na 6978515 136 64,2 77 QLNLNLLDNWDTLGSTVGR 2129,1550 2128,1472 53,28 30.062 27.989 5,5 5,9
WNEEVEAYR 1195,5803 1194,5725 64,42
YNILPEAEGEAPFTLK 1791,9724 1790,9646 68,12
508 macfg;;,tl,“na 81872093 o o 88 TEVNTNHVLIYIEK 1672,9369 1671,9291 57,41 45.000 42.877 6,5 5,8
mVSGFIPVKPSVK O (+16) 1404,8218 | 1403,8140 49,98
VNTLPLNFDK 1160,6549 | 1159,6471 51,11
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S}:;t Nome da Gi PMF TIC Protein Peptideos identificados Modificagao Pep';:li:ieo Pep';:li:ieo M?:?t Massa Massa pI pI
YNILPEAEGEAPFTLK 1791,9567 | 1790,9489 75,27
TEVNTNHVLIYIEK 1672,9254 | 1671,9176 59,03

510 mac?;;alg)lb_ulina 81872093 | ___ 81 VSGSGCVYLQTSLK C (+57) 1498,7853 | 1497,7775 | 50,19 | 45.000 43.340 6,5 59
QQNSHGGFSSTQDTVVALQALSK 2403,2593 | 2402,2515 66,96
VNTLPLNFDK 1160,6504 | 1159,6426 42,94

Spot ID - identificagdo do spot no gel (Figura 2 B); Gi - niUmero de acesso da proteina no banco de dados do NCBI; PMF Score - parametro proposto
por Stead 2006%° que indica a fidedignidade da identificacdo; TIC - Percentagem da corrente iénica total dos peptideos que deram match na andlise por
PMF; Protein Score — parametro do software Mascot que representa confianca de p<0.05 na identificacdo da proteina; Massa molecular teérica (Mr
Teoérica) e pI tedrico (pI Tedrico) valores obtidos do banco de dados; Massa molecular observada (Mr observada) e pI observado (PI
observado) - valores obtidos através da analise de imagem. * proteina ndo identificada pelo programa MS-FIT.




1

Relative Intensity Relative Intensity

Relative Intensity

Relative Intensity

76

yi2
00% 17%0.55 AWMU, +1 H [Farent Emor: 42 pprj)
y +—n ——I|——| —++—P——E —-A~+—E—4+G+—E—+A—4—F F——T——L—+—K —
— % —t+—L—+—7T —+—F —+—F—+A+—E—+G+—E—F+At+——E—F—rF T L—F—I——N—"F—¥—
¥5
50% 1
y6 y8
Woyo obm y13
" SRR P2 R W L B TS
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750
miz
b10
100% 1671.52 AMU, +1 H {Parent Error; 21 ppny)
—T ——E ——V ——N ——T ——N ——H ——V——L —— ¥ ———|—+—E ——H —
K ——t—e—F—1———t+L—+—V—+—H—"N—f—T—+—H—1V——c—F—7—
ba ha
0%
yB7
b4 y4 i “
0% .hz. —t é Tt
0 250 500 750 1000 1250 1500
miz
134427
100% T TI03.54 WU, 21 A [Farent Eror 42 o))
s ——v ——S5—-G = F } | ——t—0pr f— } t —F —s——V } K
K t W t S t P T K —— t P | T I T G -t 5 T \ T M+ 65—
internal PVK
0%
¥h
y4 b5 b6 y11
o o2 s oa ) ] P beyevio f vip ||
0 250 500 750 1000 1250
miz
'L
100% E5.65 AWU, +1 H [Farent Eror. 20 ppr])
V——nN f T } L t pP—— f M } F } ] } K
K f o f F i M i L f P L i T t N t V=
50% 1
8
- b1 b3yt W T CLA AL I I
0 200 400 600 800 1000
miz

Figura 9: Espectros MS/MS dos peptideos obtidos para a proteina alfa-1-macroglobulina (spot 267).
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DISCUSSAO

No presente trabalho investigamos as alteragbes no perfil proteico do soro de ratos
submetidos a um protocolo de exercicio que induz ao continuum treinamento-overtraining através
da analise protedmica.

Os dados de desempenho dos ratos ao longo das 11 semanas do protocolo e a adocao dos
critérios de selecdo propostos por Hohl e col.* permitiram a obtengdo do estado pré-treinamento,
representado pelos ratos do grupo Controle (CT), e do continuum de treinamento, através de trés
grupos bem identificados: ratos Treinados (T), representando um estado intermediario de
adaptacao positiva ao treinamento, com aumento de desempenho (apds a 92 semana de treino) e
os grupos FOR, com aumento de desempenho, e NFOR, com diminuicdo de desempenho apods a
1123 semana de treino. Esses dados indicam que o modelo é reprodutivel, e permite a investigacdo
de dois estados obtidos através da mesma metodologia.

Através da andlise comparativa dos géis 2D verificamos que o perfil proteico do soro dos
ratos do grupo treinado e FOR foi diferente quando comparamos com o perfil dos ratos do grupo
NFOR.

As proteinas de fase aguda a-1-macroglobulina e um spot referente a haptoglobina, fator
de complemento 3 e fator de complemento B estavam significativamente aumentadas e dois spots
referentes a haptoglobina apresentaram uma diminuigdo significativa no grupo NFOR. Estas
mesmas proteinas ndo apresentaram alteragdo na sua concentragdo nos grupos treinado e FOR.
Ja as proteinas relacionadas ao transporte: transferrina, pré-albumina, proteina ligadora de
retinol, apolipoproteina Al e apolipoproteina E apresentaram-se aumentadas no grupo T e FOR e
diminuidas no grupo NFOR.

A proteina alfa-1-macroglobulina pertence a familia da proteina alfa-2-macroglobulina, que
atua como inibidor de proteases, sendo também uma proteina de fase aguda®!. Ndo é uma
proteina usualmente mensurada nos estudos com exercicio. O aumento da alfa-1-macroglobulina
pode indicar uma tentativa de controlar a atividade das proteases que atuam no tecido danificado,
impedindo que estas enzimas degradem descontroladamente células integras. As proteinas
pertencentes a familia da alfa-2-macroglobulina parecem mediar também a atividade de algumas
interleucinas, embora esta fungdo precise ser melhor investigada®®.

Os fatores de complemento B e C fazem parte do sistema de complemento, que é ativado
tanto pelas proteinas de fase aguda como por citocinas, com objetivo de amplificar a resposta
inflamatéria®?. Embora pouco estudado no exercicio fisico, Smith e col.”> encontraram uma

diminuicdo nos niveis basais do fator de complemento C3 e C4 em individuos treinados.
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Um dos spots referentes a haptoglobina, também considerada uma proteina de fase aguda
positiva, apresentou-se elevado. A alteragdo da concentracdo destas proteinas no soro dos
animais do grupo NFOR reforca a hipotese da instalagdo de um quadro inflamatério sistémico
neste grupo®*. Note que os animais foram sacrificados 120 horas ap6s o Ultimo estimulo de treino
e 60 horas apds o teste de desempenho. Segundo Smith®® a instalacdo do overtraining seria
decorrente do avanco dos chamados micro traumas adaptativos para um estado cronico e sub-
clinico de dano muscular devido ao aumento no volume e intensidade de treino e um tempo
inadequado de recuperagao. De acordo com esta hipdtese, uma secrecdo cronica de citocinas pré-
inflamatdrias levaria a instalagdo de um processo inflamatério cronico que impediria a
regeneracao do tecido lesado, desencadeando um quadro nao adaptativo que levaria a queda de
performance.

As diminuicdes da haptoglobina encontradas em dois spots no grupo NFOR podem estar
relacionadas a um quadro de hemdlise, uma vez que uma das funcdes desta proteina é se ligar a
hemoglobina na tentativa de evitar a perda de ferro e conseqlientemente, um quadro de
anemia®.

Diferentes isoformas de haptoglobina ja foram identificadas. A alteracdo destas isoformas
frente a aplicagdo de agentes oxidantes ndo difere entre si. Contudo, a capacidade de ligacdo a
hemoglobina é diferenciada, sendo que algumas isoformas apresentam mais afinidade que
outras?’. Esta pode ser uma explicagdo para o comportamento diferenciado observado para esta
proteina.

Alguns estudos com exercicio ja relataram uma diminuicdo das concentragbes séricas de

28,2930 paralelamente as

haptoglobina em virtude do estresse mecanico gerado pela atividade
concentracGes diminuidas de haptoglobina estes estudos mostraram uma diminuicdo do
hematocrito, hemacias, hemoglobina e aumento na excregdo de bilirrubina. Os hemogramas dos
animais FOR e NFOR ndo apresentaram diferencas significativas para numero de células
vermelhas (FOR: 8,26+0,23 10%/mm? vs NFOR: 7,26+0,69 10%/mm?), hematécrito (FOR: 42+1%
vs NFOR: 38+2%) e hemoglobina (FOR: 15,64+0.51g/L vs NFOR: 13,85+1g/L). Entretanto, os
animais do grupo NFOR exibiram valores sempre inferiores quando comparados ao grupo FOR,
sugerindo um possivel quadro de hemdlise nestes animais.

Outro fator importante a ser considerado como causador de hemdlise é a instalagdo de um
quadro de estresse oxidativo. Diversos autores ja mostraram que um aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) pode levar a um aumento da lise de células vermelhas3!3%33,
E consenso na literatura que atividades fisicas intensas levam a um aumento na producao

de EROs**3>, Além disto, a propria instalacdo do processo inflamatério estd relacionada ao



79

aumento na producdo de Eros, devido a atividade de neutrofilos e macréfagos no tecido
danificado®®3’. Especula-se que um quadro de estresse oxidativo também esteja relacionado com
o overtraining, ampliando os danos as estruturas bioldgicas e influenciando a queda de

performance®’38:39,

1.*° investigaram diversos biomarcadores de estresse oxidativo em individuos

Margonis e co
submetidos a um protocolo de treinamento no qual progressivamente a intensidade e volume de
treino eram aumentados e o tempo de recuperacao diminuido. Os autores concluiram que o
overtraining levou a uma alteracdo significativa dos niveis de estresse oxidativo nos individuos e
sugeriram que o acompanhamento dos biomarcadores analisados pode servir como mais uma
ferramenta para se diagnosticar esta sindrome.

Dados do nosso laboratério*'#?

com este mesmo protocolo de treinamento mostraram que
os ratos adaptados apresentam uma melhora da atividade do sistema de defesa antioxidante e
menor ataque de EROs a estruturas biolégicas, tanto em sangue quanto no musculo,
corroborando com dados da literatura®®. Embora esses estudos ndo tenham analisado a
performance, aparentemente apds a 11% semana de treinamento houve um aumento nos niveis de
estresse oxidativo, detectado pela diminuicdo na atividade do sistema de defesa antioxidante e
aumento do ataque de EROs a proteinas e lipideos.

Outro mecanismo que pode estar envolvido na formacdo de EROs no grupo NFOR esta
relacionado aos niveis diminuidos de transferrina no soro destes animais que propiciam um
aumento na quantidade de ferro livre, aumentando a possibilidade de geracdo de espécies
radicalares e seus efeitos deletérios quando acompanhado de uma menor protecao antioxidante.

Além disto, a transferrina consiste um dos meios de transporte de ions ferro pelo sangue.
O ferro é um importante co-fator de diversas enzimas mitocondriais, como aconitase e os
complexos da cadeia de transporte de elétrons****. A diminuigdo da concentracdo de transferrina
no grupo NFOR pode indicar um menor aporte deste mineral para a musculatura.

A deficiéncia de ferro estd relacionada a uma diminuigdo na atividade dos complexos da
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, prejudicando assim o fornecimento de energia®.
DiminuigOes da atividade da enzima citrato sintase no grupo NFOR foi observado no musculo de
ratos submetidos a este mesmo protocolo de treinamento!*. Esses dados sugerem que a
diminuicdo do aporte energético devido a um prejuizo na adaptagdo mitocondrial pode estar
relacionado a queda de performance observada nos animais NFOR.

Outra alteracdo proteica observada no grupo NFOR que pode ter acarretado em um
prejuizo na adaptacdo mitocondrial esta relacionada as diminuicdes observadas nas concentragées

de pré-albumina e proteina ligadora de retinol.
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Os grupos treinado e FOR, por sua vez, apresentaram aumento na concentragao das
proteinas transferrina, precursor de transferrina, proteina ligadora de retinol e pré-albumina,
associado a aumento no desempenho.

Burniston!® analisou as alteracdes do perfil proteico no musculo plantar de ratos
submetidos a 5 semanas de treinamento de endurance. Dentre as proteinas diferencialmente
expressas, 0 autor encontrou um aumento na expressao da enzima aconitase e da propria
transferrina. Este dado foi utilizado pelo autor para explicar o aumento da performance observado
nos animais decorrentes de um melhor fornecimento de energia pela mitocondria.

Além disto, a ligacdo do ferro & transferrina diminui os niveis de ferro livre no plasma
diminuindo assim a geracao de EROs, levando a uma menor incidéncia dos efeitos deletérios
causado pelas espécies radicalares as estruturas bioldgicas®®.

A proteina ligadora de retinol e a pré-albumina atuam em conjunto, formando um
complexo para transportar vitamina A e horménios da tiredide*’. A vitamina A é um importante
antioxidante de baixo peso molecular, além de exercer outras fungdes junto com horménios na
diferenciacdo celular*®. O hormoénio da tiredide possui diversas fungdes relacionadas ao
desenvolvimento, diferenciagdo e ao metabolismo celular®®. Na musculatura esquelética, Everst>
demonstrou que este hormonio aumenta a concentracdo de bombas Na*/K* na membrana da
célula. Weitzel e col.”®> mostraram que o horménio da tiredide estd envolvido na regulacdo da

biogénese mitocondrial, via ativagdo da PGC1a. Além disto, Hood e col.>?

verificaram que os niveis
de RNAmM para as enzimas citocromo c oxidase e citrato sintase apresentam-se aumentados em
condigcdes normais e no hipertiroidismo enquanto que o mesmo aumento nao foi observado em
condicdes de hipotiroidismo.

Tendo em vista que uma das principais adaptacbes decorrente do treinamento de
endurance é a melhora do metabolismo oxidativo e biogénese mitocondrial®**%, justifica-se o
aumento encontrado nas concentragGes destas proteinas nos grupos T e FOR. Poucos estudos
analisaram as alteracbes da transferrina, proteina ligadora de retinol e pré-albumina em
decorréncia do treinamento e overtraining. Os dados apresentados no presente trabalho dao
indicios de que as alteracGes destas proteinas sdo parte importante do processo adaptativo.

Por outro lado, a diminuicdo das proteinas transferrina, pré-albumina e proteina ligadora
de retinol observada no grupo NFOR sugere um aporte ineficiente de ferro e hormonio da tiredide
para a musculatura, prejudicando os processos adaptativos envolvidos na biogénese mitocondrial.

Os grupos treinado e FOR ndo apresentaram alteragdes nas concentragdes das proteinas
envolvidas no processo inflamatério, como observado no grupo NFOR. Varios estudos sugerem um

efeito antiinflamatério como uma adaptagdo decorrente da pratica regular de exercicio. Niveis
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basais de marcadores inflamatérios como PRC e interleucinas tendem a diminuir em resposta ao

treinamento fisico®>°6:57:58,

No caso da alfa-1-macroglobulina e da haptoglobina dos nossos
animais, embora ndo tenhamos observado uma diminuicdo nas concentragdes séricas destas
proteinas no grupo FOR, os valores nao foram significativamente diferentes dos valores
encontrados no grupo CT e T.

Dados obtidos no nosso laboratério®® com a mensuracdo das concentracbes das
interleucinas 6 (IL6), 1B (IL1p), 10 (IL10) e TNF alfa (TNF-a) no figado e musculo gastrocnémico
vermelho de animais submetidos a este mesmo protocolo de treinamento, mostraram que o grupo
T e FOR apresentam valores de IL6 superiores aos valores das citocinas pré-inflamatdrias, IL1p e
TNFa, reforcando a proposta de um quadro anti-inflamatério, que propiciou a adaptacdo dos
animais e consequentemente a melhora da performance.

Embora a mensuracdo das citocinas no grupo NFOR ndo tenha sido possivel no trabalho
acima citado, os poucos trabalhos encontrados na literatura que mensuraram as concentracdes de
citocinas circulantes em atletas que apresentaram um quadro de overtraining encontraram valores
elevados de IL6, IL1B e TNFa, sugerindo um estado pré-inflamatério instalado®%6162,

A analise comparativa dos géis 2D também mostrou um aumento nas concentracdes das
proteinas apolipoproteina Al (apo Al) e apolipoproteina E (apo E) nos grupos treinado e FOR.

A apo Al é a principal proteina do HDL, responsdvel pela remocdo do colesterol dos
tecidos. Por este papel, sua concentragdo possui uma relacdo inversa com o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares®®. Poucos trabalhos com exercicio mensuram as
concentracdes de apo Al. Similarmente aos resultados encontrados neste trabalho, Laaksonen e
col.®* encontraram niveis aumentados de HDL e apo Al em individuos diabéticos submetidos a 12
de semanas de treinamento de endurance.

A apo E esta presente nos quilomicrons, HDL, VLDL e LDL. Trés isoformas de apo E, E2, E3
e E4, podem ser expressas dependendo do genétipo do individuo, sendo que as isoformas E2 e E3
estdo associadas a uma diminuigdo dos niveis de LDL no sangue e a E4 a um aumento de LDL®®.
Os diferentes polimorfismos para apo E estdo relacionados ao desenvolvimento de varias doencas,
como diabetes, Alzheimer e coronarianas, e respondem de forma distintas a diversas formas de

6566 No caso do exercicio alguns trabalhos ja

intervengbes como exercicio, dieta e farmacos
mostraram que os polimorfismos associados aos alelos E2 e E3 sao mais responsivos do que o
alelo E457:%8,

E consenso na literatura os beneficios gerados pela pratica regular de exercicio sobre os
niveis de colesterol no sangue e redugao do risco de desenvolvimento de aterosclerose. Diversos

trabalhos mostraram que o exercicio, principalmente de endurance, leva a um aumento dos niveis
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de HDL e diminuigdo de LDL®®, O fato de tanto a apo E quanto a apo Al estarem envolvidas na
sintese de HDL, como mostrado por Zannis e col.”°, pode representar um dos mecanismos
moleculares pelo qual o exercicio leva a um aumento nos niveis de HDL.

Diminuicdes nos niveis de VLDL e LDL podem estar relacionados a uma maior concentracao
de apo E nestas lipoproteinas. Sabendo que os receptores de LDL possuem uma afinidade maior
pela apo E em relacdo a apo B’! isto faria com que, principalmente o LDL, permanecesse por um
tempo menor na corrente sanguinea, diminuindo as chances de ser oxidado, e assim dar inicio ao
desenvolvimento de aterosclerose. Nossos dados sugerem que o aumento nas concentracdes das
apolipoproteinas Al e E pode representar um dos mecanismos pelo qual a pratica regular de
atividade fisica leva a uma melhora no perfil lipidico, aumentando os niveis de HDL e diminuindo o
LDL.

Pudemos observar que as alteracdes nos perfis proteicos dos soros dos animais que se
adaptaram ao treinamento proposto, grupos treinado e FOR, indicam uma resposta inflamatoéria
eficiente para o reparo dos microtraumas gerados na musculatura no tempo de recuperagao
propiciado. Além disto, uma maior eficiéncia no transporte de ferro, vitamina A e hormoénio da
tiredide podem ter favorecido os processos adaptativos decorrentes deste tipo de treino,
favorecendo assim a producdo de energia e conseqlientemente ao aumento da performance.

Por outro lado, no grupo NFOR as alteracdes proteicas observadas indicam a presenca de
um quadro inflamatorio cronico, dando indicios de que os microtraumas na musculatura ndo foram
reparados no tempo de recuperacdo estabelecido. As alteragbes das proteinas de transporte
podem ter prejudicado a disponibilidade de ferro, vitamina A e hormonio da tiredide,
inviabilizando assim as respostas adaptativas do treino. O progresso dos microtraumas
adaptativos para um grau subclinico e um menor aporte energético podem estar relacionados a

queda de performance observada neste grupo.
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CAPITULO 4

PROPOSTA DE UMA ATIVIDADE PRATICA PARA O
ESTUDO DAS VIAS DE SINTESE E INTEGRACAO
METABOLICA NO ESTADO ALIMENTADO A PARTIR DO
ENTENDIMENTO DOS CONCEITOS DE INDICE
GLICEMICO E CARGA GLICEMICA
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RESUMO

Temos introduzido o estudo das vias de sintese e a integracdo metabdlica do estado alimentado
através de dois experimentos: 1- determinagdo do indice glicémico (IG) de alguns alimentos e a
influéncia de fibras e gordura; 2- determinacdo da glicemia apods algumas refeicdes contendo
cargas glicémicas altas ou baixas manipuladas por quantidades diferentes de alimentos com IG
altos ou baixos. Apdés a montagem da pratica e a determinacdo dos alimentos ou refeicbes a
serem ingeridos os alunos foram divididos em grupos. Na aula seguinte, 3 integrantes de cada
grupo, em jejum de 8 horas, ingeriram 50 g de CHO de um alimento ou uma refeicdo. Apds a
ingestdo a glicemia foi mensurada com aparelho portatil a cada 30 minutos por um periodo de 2
horas. A discussao dos dados obtidos no experimento 1 permitiu que os alunos assimilassem os
mecanismos de acgdo da insulina e entendessem como é feita a determinagao do IG apresentada
pela literatura. Os alunos concluiram também que a adicdo de fibras diminui a resposta da
glicemia mesmo de alimentos com alto IG, sendo uma estratégia interessante para dieta de
emagrecimento ou pessoas diabéticas. A discussdao do experimento 2 permitiu que os alunos
entendessem que a quantidade de alimento ingerida é o fator determinante na resposta da
glicemia e subseqliente liberagdo de insulina. O conhecimento tedrico e as observagées dos
experimentos permitiram também que os alunos transpusessem este conteddo com muita
facilidade para o seu dia-a-dia. Os alunos aprovaram a pratica e se sentiram estimulados para

estudar as vias de sintese e a integracao metabdlica do estado alimentado.

Palavras—-Chave: indice glicémico, carga glicémica, integracdo metabdlica, insulina, vias de

sintese.
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INTRODUGCAO

A disciplina de bioquimica faz parte da grade curricular dos cursos de Educacdo Fisica e
Nutricdo. Um dos objetivos da disciplina é o entendimento do funcionamento das vias produtoras
de energia e de sintese de reservas, assim como as integracdes metabdlicas envolvidas no jejum
e estado alimentado.

Conceitos como Indice Glicémico (IG) despertam grande interesse nos alunos devido a
aplicabilidade imediata deste conhecimento no dia-a-dia destes profissionais, tanto para a
prescricdo de dietas quanto na utilizagdo de suplementos esportivos a base de carboidratos antes,
durante e apds a pratica de uma atividade fisica.

Indice glicémico (IG) se refere a classificacdo dos carboidratos de acordo com a velocidade
com que alteram a glicemia e a resposta subseqliente de liberacdo de insulina [1]. Assim, através
do IG os carboidratos sao classificados ndao apenas pela sua estrutura (simples ou complexos),
mas também pela resposta fisioldogica que desencadeiam, contribuindo para a fixacdo dos
mecanismos moleculares de sinalizagao da insulina.

O IG de um alimento é determinado a partir do calculo da area da curva obtida pela
mensuracdo da glicose sanguinea por um periodo de 2 horas apds a ingestdo de 50 g de
carboidrato de um determinado alimento. O valor desta area é comparado ao valor da area da
curva de um alimento padrdo, geralmente a glicose [2]. O IG dos alimentos é expresso como uma
porcentagem da area da curva do alimento padrdo, e permite classificar os alimentos contendo
carboidratos como de IG alto (maior que 70), moderado (55-70), baixo (40-54) e muito baixo
(menor que 39). E importante ressaltar que o IG de determinado alimento pode ser influenciado
por diversos fatores tais como tipo de carboidrato presente (frutose, glicose, sacarose etc.),
natureza do amido (amilose, amilopectina), cozimento e processamento (grau de gelatinagao,
tamanho, forma) e a presenca de outros nutrientes como gorduras e fibras [3].

Quando analisamos a dieta de um individuo, no entanto, a mesma se traduz em diversas
refeicdes ao longo do dia, que sdo compostas por diversos alimentos e em quantidades variadas.
Neste caso, o IG representa apenas uma medida da qualidade dos carboidratos que compdem
esta dieta, pois ndo leva em consideragdo a quantidade de carboidratos que estao sendo
ingeridos. Neste contexto, a determinagdo da carga glicémica (CG) da refeigdo se torna uma
ferramenta bastante interessante, principalmente para a analise de dietas.

A carga glicémica (CG) representa a alteragdo da glicemia em resposta a ingestdao de uma
determinada porgdo de alimento. O seu calculo leva em consideragao o IG do alimento e também

a quantidade de alimento ingerida, pela seguinte formula: (conteldo de carboidrato da porgdo do
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alimento - conteudo de fibras da porgcao do alimento) x IG do alimento/100. No caso de uma
refeicdo, a somatdria das cargas glicémicas de todos os alimentos que a compdem representa a
carga glicémica total daquela refeicdao [4]. Através do calculo da CG das refeigbes € possivel
planejar cardapios com refeicdes que nao elevem demasiadamente a secrecao de insulina durante
o dia e, conseqglientemente, a sinalizacdo para as vias de sintese, principalmente de triacilglicerol.

Para introduzir o estudo das vias de sintese e a integracdo metabdlica no estado
alimentado a partir de dados reais, discutimos os conceitos de indice glicEmico e carga glicémica e
sua aplicabilidade com educadores fisicos e nutricionistas em um curso de especializacdo em
treinamento e nutricdo esportiva com enfoque em bioquimica através da montagem e realizacdo

de dois experimentos:

Experimento 1: determinar o IG de alguns alimentos e verificar a influéncia de fibras e gordura
na resposta da glicemia.

Experimento 2: determinar a CG de algumas refeicdes e analisar o comportamento da glicemia.

ESTRUTURACT\O E DESENVOLVIMENTO DA PRATICA

E importante ressaltar que antes dessa aula pratica os alunos ja trabalharam os dados de
uma curva de tolerancia a glicose e os mecanismos moleculares de agao da insulina. A montagem
dos experimentos com a classe é direcionada a partir da definicdo dos conceitos de IG e CG e
algumas questdes apresentadas aos alunos. A Tabela 1 abaixo mostra as questdes apresentadas,

as respostas dos alunos e a seqiiéncia utilizada na montagem do experimento.

Tabela 1: QuestGes do professor e repostas dos alunos na montagem da pratica.

Experimento 1

Conceito Apresentado: 1G é a classificagdo dos alimentos contendo carboidratos
de acordo com a velocidade com que alteram a glicemia.
Pergunta 1: Como poderiamos determinar o IG dos alimentos?
Resposta dos alunos:

1. Ingerir diferentes alimentos que contenham carboidratos;

2. Medir a glicemia;

3. Fazer o grafico e comparar os resultados dos alimentos.
Pergunta para a resposta 1: Qual a quantidade de CHO a ser ingerida?
Resposta: diversos valores sdo apresentados pelos alunos. Porém, todos

concordam que a quantidade a ser ingerida deve ser igual para todos os alimentos.




Determinamos a partir dai 50 g de CHO disponivel (CHO - fibras dos alimentos)
como a quantidade a ser ingerida.

Pergunta para a resposta 2: Por quanto tempo a glicemia dever ser medida? E
com que freqgtiéncia?

Resposta: Devido ao estudo prévio sobre curva glicémica, a proposta dos alunos é
medir a glicemia numa freqtiéncia de 30 em 30 minutos por um periodo de 2 horas.
Pergunta para a resposta 3: Como saberemos se a alteracao foi grande ou
pequena? Qual seria nossa referencia?

Resposta: os alunos facilmente propdem adotar como padrdo a glicose pura e
comparar a curva de cada alimento com a curva da glicose. A partir dai, a proposta
do calculo da area da curva é apresentada aos alunos e definimos a determinacdo
do IG do alimento como sendo a area da curva do alimento/area da curva da

glicose.

Pergunta 2: Outros nutrientes como fibras e gorduras podem influenciar a
absorcao de glicose. Como poderiamos verificar a influéncia desses compostos no
IG dos alimentos?

Resposta: a proposta dos alunos é adicionar um alimento rico em fibras/gordura e
determinar o seu IG. Em seguida, compara-lo ao IG do alimento ingerido sem a

fibra/gordura.

Pergunta 3: Quais cuidados devem ser tomados durante o experimento para evitar
possiveis interferéncias nos dados obtidos?

Respostas: Apds certa discussdao os alunos definem os seguintes procedimentos:
estar em jejum de 8 horas; permanecer sentado durante o experimento; ficar
atento aos momentos das medidas; utilizar sempre o mesmo aparelho; cuidados de
higiene e assepsia durante a coleta; mastigar bem o alimento. Nesse momento

também é definido o tempo de ingestdo do alimento em no maximo 15 minutos.

EXPERIMENTO 2

Conceito Apresentado: CG=(IG do alimento x quantidade de CHO disponivel do
alimento da porgao ingerida)/100.
Pergunta: De que maneira a quantidade de alimentos com diferentes IG pode

influenciar a glicemia pés-refeigao?
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Resposta: Depois de alguma discussao os alunos propdem a ingestao de refeicdes
que induzam a uma CG alta e baixa, a partir dos mesmos alimentos com IG alto e
baixo em diferentes quantidades, a mensuracao da glicemia e a comparagao do
comportamento da curva glicémica de cada refeicdo. Nesse momento, fica também
definido que os procedimentos adotados nesse experimento serdao iguais aos

determinados para o experimento 1.
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Apds a montagem do experimento com a participacao ativa dos alunos, sdao apresentados

os alimentos e as refeicbes para que os alunos se dividam em grupos para a realizagdo da

atividade pratica como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Divisao dos grupos de acordo com os alimentos e refeigdes.

EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2:
ALIMENTO (50g de carboidratos) * REFEICOES
Padrdo: glicose Refeicao 1: Alimentos com alto IG em
Grupo | (50g de dextrose diluida em pequena quantidade: 1 unidade de
1 300 mL de agua) Grupo | biscoito tipo cream craker; 2g de geléia de
Grupo Frutose 9 fruta; 30 mL de achocolatado pronto.
2 (50g em 300 mL de agua) Carga Glicémica Baixa = 7.9.
Grupo Maltodextrina Refeicao 2: Alimentos com alto IG em
3 (50g em 300 mL de agua) Grupo | grande quantidade. 3 unidade de biscoito
Caldo de Cana 10 tipo cream craker; 6g de geléia de fruta;
Grupo | (276mL, equivalente a 50g) 90 mL de achocolatado pronto.
4 Carga Glicémica Alta = 23.8
Grupo Suco de Melancia Refeicao 3: Alimentos com baixo IG em
5 (625 mL, equivalente a Grupo pequena quantidade. 100 mL de iogurte
509) 11 desnatado sem adicdo de aclcar; 10g de
Suco de Melancia (625 mL) aveia; 1 maga pequena.
Grupo com fibra soltvel (30g) Carga Glicémica Baixa = 7.7
6
Grupo P3o Francés Refeicao 4: Alimentos com baixo IG em
7 (899g) grande quantidade. 300 mL de iogurte
P3o Francés (89g) com Grupo | desnatado sem adicdo de acgucar; 30g de
Grupo manteiga (10g) 12 aveia; 3 magds pequenas.
8 Carga Glicémica Alta = 23.3

*O calculo da quantidade de alimento a ser ingerido foi determinado utilizando-se como referencia a tabela
de composicdo centesimal de alimentos da UNICAMP (TACO) [5] e a tabela Internacional de Indice Glicémico

[6].

Na aula seguinte, 3 integrantes de cada grupo, que estavam em jejum de 8 horas, ingerem

um alimento ou uma refeigdo. Apds a ingestdo a glicemia é mensurada pelos outros componentes

do grupo com aparelho portatil a cada 30 minutos por um periodo de 2 horas.
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Uma vez obtidos os dados de glicemia, os alunos plotavam os mesmos em uma planilha de
dados do programa MatLab versdo 7.0 o qual, através de uma fungdo matematica previamente
determinada, calculava imediatamente a area dos graficos e o valor do indice glicémico de cada
alimento, apresentando estes valores junto ao grafico da curva glicémica (para o calculo do IG

pode ser utilizado qualquer programa matematico).
RESULTADOS OBTIDOS E DISCUSSOES
Experimento 1: A Figura 1 mostra a média dos dados de glicemia medidos a cada 30 minutos

apo6s a ingestdo do alimento por um periodo de 2 horas e o valor de IG obtido nos grupos: glicose,

frutose, caldo de cana e maltodextrina.
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Figura 1. Média dos valores de glicemia dos grupos glicose, frutose, caldo de cana e maltodextrina obtidos a
cada 30 minutos por um periodo de 2 horas. O valor entre parénteses representa o IG determinado a partir
da area da curva em comparagcao com a area da curva da glicose.

Tomando a ingestdo de 50 g de glicose como o padrao (100%), os dados mostraram que a
frutose pode ser considerada um suplemento de baixo IG, e a maltodextrina (amido) e caldo de
cana (sacarose) possuem IG de moderado a alto.

A Figura 2 mostra a média dos dados de glicemia medidos a cada 30 minutos apds a
ingestdo do alimento por um periodo de 2 horas e o valor de IG obtido nos grupos suco de

melancia e suco de melancia com fibra soltvel (A) e nos grupos pao e pao com manteiga (B).
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Figura 2. Média dos valores de glicémica dos grupos melancia x melancia com fibra sollvel (A) e pdo x pao
com manteiga (B) obtidos a cada 30 minutos por um periodo de 2 horas. O valor entre parénteses
representa o IG determinado a partir da area da curva em comparagdo com a area da curva da glicose.

Os dados mostraram que a presenca de fibra ou gordura diminui o IG do suco de melancia
e do pao.
Apds a obtencdo dos graficos e dos IG dos diferentes alimentos, os alunos tinham que

preencher, também em grupo, um relatdério com os topicos como mostra a Tabela 3.

Tabela 3: Relatério do Experimento 1.

RELATORIO EXPERIMENTO 1

OBJETIVOS:

METODOLOGIA:

Sujeitos:

Alimentos:

Mensuracao da Glicemia:

Cuidados para obtencdo dos dados:
Momentos de coleta:

RESULTADOS:

Plotados da Tabela e em um papel quadriculado fornecido para preenchimento do
grafico.
QUESTOES PARA DIRECIONAR A DISCUSSAO:

1) Qual a importdncia da determinagcdo do IG de alimentos contendo

carboidratos?

2) Quais fatores bioldgicos e/ou experimentais podem influenciar na

determinagao do IG?

3) Qual a possivel explicagdo para as diferencas no comportamento da curva
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glicémica entre os alimentos mostrados na Figura 1°?

4) Qual a influéncia de outros nutrientes como fibras e gorduras no indice
glicémico de um alimento? Qual a aplicagdo pratica deste conhecimento?

5) Uma estratégia muito comum dos praticantes de atividade fisica é a
ingestdo de carboidratos antes, durante e apos os treinos ou competigoes.
Qual seria o objetivo desta estratégia em cada um destes momentos?
Baseado nos dados obtidos, que tipo de carboidrato seria indicado em cada
um destes momentos?

6) Quais os cuidados que devemos tomar ao utilizar apenas o dado do IG de
um alimento ao pensar nas refeicdes que realizamos durante um dia?

CONCLUSOES:

A partir da analise dos dados obtidos no experimento 1 os alunos puderam discutir as
alteragoes da glicemia e a subseqliente liberacdo de insulina em resposta a ingestao de alimentos
com indices glicémicos variados. Outro ponto importante a ser considerado é que os alunos
puderam entender de maneira simples como é feita a determinacdo do IG presente em Tabelas
em livros ou mesmo na Internet, e adotar uma postura critica em relacdo a elas. Nesse sentido,
algumas dessas tabelas utilizam 50g de pdo francés como o padrdo, o que imediatamente é
percebido pelos alunos como uma escolha ndao tao adequada como a glicose. Isto se deve ao fato
de muitos alimentos elevarem muito mais a glicemia do que o pao dificultando desta forma a
classificagcao do IG além deste alimento sofre influencia do modo de preparo.

A influéncia de outros nutrientes como gordura e fibras na resposta da glicemia também é
facilmente visualizada. Trazendo a discussdo para o dia a dia, os alunos concluem que a adicao de
fibras (farinha de linhaga, aveia em flocos, farinha de casca de maracuja etc.) a alimentos com
baixo IG pode ser uma pratica interessante para manipular a dieta de pessoas diabéticas e /ou
com objetivo de emagrecimento.

A discussao dos alunos em relacdo a aplicagao deste conhecimento na ingestdo de
carboidratos antes, durante e apds a atividade fisica como forma de recuperar as reservas de
glicogénio e fornecer energia para a atividade conduz as mesmas recomendacles propostas pela
literatura. Ou seja, antes da atividade é necessaria a ingestdao de carboidratos de baixo IG para
evitar picos de insulina no inicio da atividade, o que poderia levar a um quadro de hipoglicemia.
Durante a atividade é necessario a ingestdo de CHO com moderado a alto IG para disponibilizar
energia rapidamente para a musculatura ativa. Apds o exercicio é necessario ingerir CHO de alto

IG para liberar insulina e iniciar a recuperacdo das reservas de glicogénio [7,8,9].
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Experimento 2: A Figura 3 mostra a média dos dados de glicemia medidos a cada 30 minutos

apos a ingestdo das refeigdes 1 e 2 (alimentos com alto IG em pequena e grande quantidade) [A]

e das refeicdes 3 e 4 (alimentos com baixo IG em pequena e grande quantidade) [B] por um

periodo de 2 horas.
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Figura 3. Média dos valores de glicémica dos grupos refeicdo 1 (alimentos com alto IG em pequena
quantidade) x refeicdo 2 (alimentos com alto IG em grande quantidade) (A) e refeicao 3 (alimentos com
baixo IG em pequena quantidade) x refeicdo 4 (alimentos com baixo IG em grande quantidade) obtidos a
cada 30 minutos por um periodo de 2 horas.

Os dados obtidos mostraram que a quantidade de CHO nas refeigOes influencia a glicemia

tanto quanto o IG dos alimentos individuais.

Para a anadlise e discussdo desses resultados os alunos também tinham que preencher um

relatério os seguintes tépicos apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Relatério do experimento 2.

RELATORIO EXPERIMENTO 2:

Refeicoes:

OBJETIVOS:
METODOLOGIA:

Sujeitos:

grafico.

Momentos de coleta:
RESULTADOS:

Mensuracao da Glicemia:

Cuidados para obtencdo dos dados:

Plotados da Tabela em um papel quadriculado fornecido para preenchimento do
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QUESTOES PARA DIRECIONAR A DISCUSSAO:

1) Qual a relagdo entre carga glicémica e indice glicémico nas refeigbes

acima?
2) Observando o comportamento da glicemia em cada caso, qual a
provavel resposta da insulina nas refeicdes realizadas?
3) Qual a implicacdo pratica do estudo realizado?
CONCLUSOES:

A anadlise do experimento 2 permitiu aos alunos entender o conceito de carga glicémica e
estabelecer uma correlagao entre IG dos alimentos, quantidade de alimento ingerida, alteragao da
glicemia e resposta da insulina. As conclusdes as quais chegaram foram que a quantidade de
alimento ingerida é um fator tdo importante quanto o IG do alimento na resposta da glicemia e
liberacdo de insulina. Uma refeicdo contendo alimentos com IG baixo se ingeridas em grandes
quantidades pode levar a uma alteracao da glicemia igual a ingestdo de um alimento de IG alto.
Da mesma maneira, a ingestdo de alimentos com IG alto em pequenas quantidades pode levar a
uma alteracdo pequena da glicemia, igual a observada em alimentos com baixo IG.

Trazendo estas observacdoes para o dia a dia os alunos concluiram que manipular a
quantidade do alimento ingerido, principalmente em dietas de emagrecimentos, é a estratégia
mais interessante, pois permite ao nutricionista incluir no cardapio alimentos com IG alto em
pequenas quantidades e ndo aboli-los como muitas dietas da moda defendem. Alem disto, fica o
alerta de que ndo é pelo fato de um alimento apresentar um IG baixo que ele pode ser ingerido a
vontade. Mesmo para este tipo de alimento a quantidade é um fator determinante na resposta da
glicemia, e por este motivo também devem ser consumidos com moderagao.

Em um estudo recente, Sacks et al. [10] acompanharam a perda de peso de um grupo de
800 pessoas com sobrepeso ou obesidade que seguiram dietas com diferentes quantidades de
carboidrato, lipidio e proteina por um periodo de 2 anos. Os autores concluiram que o fator
determinante para perda de peso era a reducgdo de calorias devido a diminuicao da quantidade de
comida ingerida ao invés da composicdo de macronutrientes da dieta.

Tem se sugerido que uma alimentacao com um volume adequado composta por alimentos
com indices glicémicos baixos melhoram a sensibilidade a insulina, reduzem niveis de
triacilglicerol plasmatico reduzindo o risco de desenvolvimento de diabetes, doencas

cardiovasculares e como tratamento para obesidade [11,12,13].
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CONCLUSOES

De maneira geral os alunos aprovaram a pratica e se sentiram estimulados para analisar e
discutir os resultados obtidos a partir dos conhecimentos bioquimicos adquiridos até o momento.
Essa atividade pratica também estimulou os alunos para o estudo das vias de sintese e integracao
metabdlica do estado alimentado. O conhecimento tedrico e as observagdes dos experimentos
permitiram que os alunos transpusessem este contelido com muita facilidade para o seu dia-a-dia.
E importante ainda ressaltar que o custo da pratica é relativamente baixo, sendo determinado

pelos alimentos escolhidos e pela quantidade de alunos que realizarao os experimentos.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A aplicacdo da analise prote6mica na pesquisa com exercicio estd no seu inicio. Este é o
primeiro trabalho que buscou investigar as alteracdes agudas e crOnicas em resposta ao exercicio
através da analise protedmica de soro.

Os resultados desta primeira investigacdo mostraram que uma Unica sessao de exercicio
altera a concentracdo de diversas proteinas relacionadas a instalacgdo de um processo
inflamatodrio. Através da analise protedmica foi possivel visualizar proteinas cujas concentracoes
se alteraram e que até entdo foram muito pouco estudas na resposta ao exercicio. Os dados
obtidos nesse estudo reforcam a teoria de que a geracao de microtraumas e a instalagdo de um
processo inflamatdrio para sua regeneracdao é parte integrante do processo adaptativo. Por este
motivo, um tempo de recuperacao adequado é necessario para a alteracao do fendtipo desejada.

Através do modelo de inducdo ao continuum treinamento-overtraining desenvolvido pelo
nosso laboratério observamos que quando este tempo de recuperagdo ndo é adequado, as
alteracdes destas proteinas, que deveria ser algo transiente, torna-se crbnica, indicando que a
resposta adaptativa esta sendo prejudicada. Esta segunda investigacao nos deu indicios de que
alteracGes nas proteinas envolvidas na resposta inflamatodria e proteinas envolvidas no transporte
de hormoénios, vitaminas e minerais podem estar relacionadas ao desenvolvimento do
overtraining.

Este modelo de treinamento abre a possibilidade de aplicagdo desta técnica para
investigacdo dos mecanismos moleculares envolvidos tanto na resposta adaptativa quanto no
overtraining em diversos tecidos e fluidos bioldgicos.

O conjunto de dados obtidos nesta tese permitem que um préximo alvo de estudo seja a
mensuracdo destas proteinas em um numero de maior de animais através de outras técnicas
como ELISA, para validacdo e determinacdo de valores de referéncia que possam auxiliar a
deteccdo dos estados FOR e NFOR. Outras analises devem passar a fazer parte de nossas
mensuracdes, tais como perfil lipidico, ions ferro, zinco, cobre e grau de hemdlise, para melhor
caracterizar o contexto fisiolégico destes estados.

A anadlise de proteinas menos abundantes do soro (que podem ser obtidas com outras
técnicas de separagdo) associada com as alteragbes das proteinas mais abundantes (visualizadas
neste trabalho) e correlacionada a investigagao do proteoma de musculo e figado, poderd auxiliar
na discriminagcao dos melhores alvos proteicos para monitoramento no sangue durante o processo

de treinamento.
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A possibilidade de desenvolvimento de chips especificos para estas proteinas permitird a
mensuracdo das mesmas de uma forma facil, rapida e barata, tornando-se mais uma ferramenta
de avaliacdo do processo de treinamento.

Outro alvo interessante de continuidade de estudo é o proteoma mitocondrial. O processo
de biogénese mitocondrial é a principal adaptacdao ao treino de endurance, e pelos resultados
encontrados neste trabalho e em outros trabalhos do nosso grupo sugere-se um prejuizo neste
mecanismo nos animais do grupo NFOR. Desta forma, a analise do perfil proteico da matriz
mitocondrial, das proteinas de membrana e dos proprios complexos mitocondriais pode nos dar
informagdes dos mecanismos envolvidos na resposta adaptativa e no overtraining que podem
estar relacionados ao fornecimento de energia, influenciando a queda ou aumento da
performance.

Uma melhor compreensdao dos mecanismos moleculares envolvidos nas respostas
adaptativas e no overtraining e a discriminacao dos melhores biomarcadores sanguineos poderao
auxiliar no correto planejamento das cargas de treino e do tempo de recuperacdao adequado para

cada individuo, buscando sua étima performance e evitando-se a instalacdo do overtraining.

Para finalizar, vale ressaltar que é de extrema importancia para a formacdo profissional dos
pés-graduandos a vivéncia em atividades de ensino. O estudo apresentado no capitulo 4 esta
aceito para publicacdo no BAMBED (Biochemistry and Molecular Biology Education). Representa
uma pequena parcela da experiéncia vivida em sala de aula ao longo dos anos da minha formacao
académica. Um dos objetivos do nosso grupo € ajustar o conteludo tedrico a atividades praticas
que se aproximem do dia-a-dia do aluno para facilitar a compreensao de diversos assuntos. A
participacao dos alunos neste tipo de atividade os coloca como agentes principais na producao dos
dados a serem analisados e discutidos. Este processo facilita tanto a compreensao de uma teoria
como a visualizacdo dos acontecimentos bioldgicos, nem sempre triviais de serem imaginados.
Acreditamos que esse tipo de metodologia permite que o aluno fagca a transposicdo do
conhecimento tedrico para o seu dia-a-dia profissional com muito mais facilidade.

Os dados apresentados na parte II da presente tese mostraram que a discussao propiciada
pela analise de dados reais possibilita que os alunos pensem estratégias que podem por ele ser
adotadas no seu dia-a-dia, abrindo espaco para a imediata aplicacdo do conteldo teodrico
abordado em sala de aula. Com este tipo de estratégia, a teoria, muitas vezes abstrata para o
aluno, torna-se algo com sentido, permeando as tomadas de decisao na sua vida profissional. Isso

certamente o diferencia no mercado de trabalho.
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ANEXO 1:
Aprovacao do Comité de Etica em Experimentacao Animal
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