| Exercicio fisico e expressdo da
| proteina de estresse HSP72 em
| misculos de ratos submetidos a
| diferentes tipos de treinamentos

=
@i

MARCUS BUSTAMANTE SMOLKA

TESE DE MESTRADO
1999



Exercicio fisico e expressao da
proteina de estresse HSP72 em
musculos de ratos submetidos a
diferentes tipos de treinamentos

MARCUS BUSTAMANTE SMOLKA

Este exemplar corresponde & redacdo final

/

ORIENTADOR

Prof. Dr. José Camillo Novello

—_ Departamento de Bioquimica — [.B.
UNICAMP

pelo (#)  candidato a)

& Tese apresentada ao curso de pds-graduacao em

X, Ciéncias Biologicas para obtencao do titulo de Mestre
L em Ciéncias Bioidgicas, area de concentracao em
N

Bioguimica.

o ot e g, S Piol
o i - -

da tess defendida

CAMPINAS, SP - 1999

UMILAMPE
B0 TECA DEMTHAL




FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA-UNICAMP

Smolka, Marcus Bustamante
Smie Exercicio fisico e expressio da proteina de estresse HSP72 em
nmusculos de ratos submetidos a diferentes tipos de treinamentos/
Marcus Bustamante Smolka. -- Campinas, SP: [s.n.], 1999,
73f: ilus.

Orientador: José Camillo Novello
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Biologia.

1. Exercicio fisico. 2. Miusculo. 3. Proteina. I. Novello, José
Camillo. II. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Biologia. IT1. Titulo.



Campinas, 10 de fevereiro de 1999

BANCA EXAIMINADORA
TITULARES:

Prof. Dr. José Camilio Novello (Orientador)

Prof. Dr. Luis Eduardo Soares Netto

Prof. Dr. Rui Curi

SUPLENTE:

Profa. Dra. Denise Vaz de Macedo -




AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. José Camillo Novelio pela oportunidade, orientacdo e companheirismo.

A Profa. Dra. Denise Vaz de Macedo pela coorientag@o, otimas discussoes, amizade e,

principaimente, pela chance de irabalho em conjunto.

Ao Prof. Dr. Sérgio Marangoni e ao Prof. Dr. Benedito Oliveira Filho pela oportunidade e

apoio.
A Profa. Dra. LGcia Pereira da Silva pela atenta reviséo desta Tese.

Ao Prof. Dr. Luis Eduardo Soares Netto pelas proveitosas discussdes e pelo anticorpo

policlonal contra TrPx.
Aos amigos Paulo Baldasso e Ricardo Lima Braga pelo apoio tecnico.

A todos os integrantes do Laboratdrio de Quimica de Proteinas e do Laboratario de

Bioenergética pelo auxilio e companheirismo.
Ao Sr. Marciano de Oliveira pelo anticorpo monoclonal contra HSP72.
A minha familia pelo carinho e atencio tdo preciosos a mim dedicados.

Ao CNPg e FAPESP pelo apoio financeiro.



A presente Tese também foi desenvolvida sob a supervisao da Profa.
Dra. Denise Vaz de Macedo do Depto. de Bioguimica (1.B., UNICAMP).



INDICE

ABREVIAGOES .c.ccrvrrmrrinescsisisssrssssstese s s srssmsssemsc st sssbstssssssssssasssassmsssansssssssasanassasssass i
RESUMO . o eoeeee e cimsseesressanmsnesassarsssmsasaramscanmnnresmamsssssissssisssssanssssessssrsssssrtiisstess snenssnannsanas 1
SUINIMAIRY . c.oiiiinmrorscorrannsesansemrrssnrassomsssssnasnasenstussssaesssssasssessnttosttnassnnrrasaesnasssnsassssasssnsunss 2
GRUPO DE TRABALHO ENVOLVIDO ....ounssiiiinmiriinisoisssssasssassssssssesassessssnssansassaase 3
INTRODUGAO ....cocrmemremsemrcaresesassestsesses e mrmesomssssassssasebssssssssssssssssssssssnssssass sasasasasssssssss 4
PLASTICIDADE MUSCULAR. .. i 5
BIOQUIMICA DO MUSCULO ... 8
RESPOSTA AD ESTRESSE. ..ot 14
OBJETIVOS e s ivirerisememmmassraaanessnstssreassssmm s aerarosstasserssntassnssseesansassssnsssesesssaonansnsssssnssn 21
MATERIAIS E METODOS ..ovvrernrecrmenm s msesssssssssassssssssassssssssssssssssssssssssnassmsssssssss 22
RESULTADOS. .t rmtrercasrricrmrrsessstaimsanm o manatsasaneakss e bar s Easanaansssns snoensesassssannnnnesesnncsans 31
PARTE |: Ajustes metodolOgiCoSs. . ..o 32
PARTE H: Caracterizac0 dos mMUSCUIOS ... 35
PARTE lll; Efeito dos treinamentos e do exercicio intenso na quantidade de
HSP72 dos musculos sdleo e semitendinoso.............oo 41
ANEXO: Outros resultados do grupPO. .o 47
DISCUSSAO ...oocoecrcrserusseramsssssssssorcnsanssssnmmssssosssssasesasssesmssatassssasssnssnnsssessnnss sisssassssss 52
PARTE |: Ajustes metodoldgicos. ... SRR RURRUUP 53
PARTE II: Caracierizagd0 dos MUSCUIOS .......cvvv i 54
PARTE !lI: Efeito dos treinamentos e do exercicio intenso na quantidade de
HSP72 dos masculos soleo e semitendinoso ... 56
PERSPEC T IV A it ciitiuscinmremnnamasesa s sseaaesrassoransassasasinassssstsbansivauunananssasnnsssnsnnsass 65
TRABALHOS EM CONGRESSOS E PUBLICAGOES........cocecccvcrencrneennmeensrennenaens 66

BIBLIOGRAFIA. ..o riccecrecinrnicnam e isss s s smsssssassssassssssnssiasansssssmnsenassassansrars sansssassnnases 67



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1: vias de formagio de EROS no mUSCUIO eSQUEIEHICO uiuuuussesisssassessrsasassassasnronsesassanes 8
FIGURA 2: Diferentes niveis de 0rganiza¢o do musculo eSqUEIBHICO wuwerrmmrrrmemmmsmmiscesmsnanins 11
FIGURA 3: Mecanismo de ativagio transcricional das MSPS .. aiuiisrissisnvmnnssassssanssssassassnans 18
FIGURA 4: Procedimento de preparacio de @MOSHE cavursssummrermnmnsssrisssnsssarsenssssssssesessnnsnsssnsas 26
FIGURA 5: Analise da estabilidade de proteiNas...emuemeecerresssarsmmsssissrssseresmnsnrsstssssnsasasnsarnnes 33
FIGURA 6: Teste de reprodutibilidade da preparacio de amoStra .uuwsiureersrassasermnsmmmsasssssssssnsann 34
FIGURA 7: Separacgio e quantificacio das isoformas de CPM viuerearracsenssommnammnmmsssmmnnneinsans 35
FIGURA 8: Perfil eletroforético total de proteinas dos MUSCUIOS .....viriarerermesscuessesssnssasvsvsnnraseas 36
FIGURA 9: Western blot para detecgA0 G TrPX o wmruruemmimmricssrssrssnrsmrancessemsassassansansaassansnsraas 37
FIGURA 10: Western blot para detecCi0 da HSPT72....ereiossemrmneneranenssrssarsssressnnansunansassansasans 38
FIGURA 11: 2D-PAGE de proteinas 1otais do MUSCUI0 SOIE0 ..enecisisssirsmenssrnmnsasssnssesssssssarasnas 39
FIGURA 12: AMpliagi0 da fIGUIE 11 cecciiccsisssssusnsunsuisissniansnrnersensssssasnnnsmareassssntansasesersensnnn 40
FIGURA 13: Efeito dos treinamentos na quantidade de HSP72 do SO180 .uuumuerassnrersrsersanissanaes 42
FIGURA 14: Efeito dos treinamentos na quantidade de HSP72 do semitendinoso ..u..eeeecceciinanna 43
FIGURA 15: Efeito do protocolo de exercicio intenso na quantidade de HSP72 do $61€0 .uurresea- 45
FIGURA 18: Efeito do protocolo de exercicio intenso na quantidade de HSP72 do semitendinoso . 46
FIGURA 17: Correlacéo entre os niveis de expressio de HSP72 e as razbes CS/GR e CS/CAT... 50



INDICE DE TABELAS

TABELA 1: Protocolos de treinamento continuo € infermitente o macunsassassasessssasassnasansssssessas 23
TABELA 2: ProtocoI0 e EXEICiCio INtENS0 auunmrsannmnsnrrsssicerssrsansrstsarsirmnsranannnssrassssansnssssssssass 24
TABELA 3: isoformas de CPM predominantes e capacidade oxidativa relativa dos muisculos. ...... 35

TABELA 4: Atvidade das enzimas citrato sintase, catalase e glutationa redutase ...rvcvsrerersannes 48



ABREVIAC OES

ATP: adenosina 5’-frifosfato

CAT: catalase

CS: citrato sintase

CPM: cadeia pesada de miosina
DIA: musculo diafragma

DTT: ditiotreitol

EDL: musculo extensor digital longo
EROs: espécies reativas de oxigénio
GR: glutationa redutase

HSE: elemento de chogue térmico
HSF: fator de choque térmico

HSP: proteina de choque térmico
hsp: gene de choque térmico

kDa: kilodaiton

PE: proteina de estresse

PVDF: polivilideno difluoreto

SDS: dodecil sulfato de sodio
SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS
SOL: musculo séleo

ST: musculo semitendinoso

TC: treinamento continuo

Tl treinamento intermitente

TrPx: tioredoxina peroxidase

2D-PAGE: eletroforese de duas dimensdes em gel de poliacrilamida



RESUMO_

O muscuic € um tecido dotado de grande plasticidade, isto €, tem a capacidade de alterar
suas caracteristicas bioguimicas e funcionais para melhor se adaptar frente a variados estimulos.
O exercicio fisico pode promover estimulos que induzem adaptacdes no sistema de producdo de
energia, no sistema de defesa antioxidante e no sistema miofibrilar. Porém, se os estimulos forem
muito intensos, as miofibrilas podem estar sendo submetidas a uma condicdo prejudicial de
estresse.

O estresse gerado resulta, molecularmente, na rapida producic de proteinas de estresse,
que teriam fungbes de preservar células (no caso miofibrilas) do impacto nocivo e prepara-las para
a sobrevivéncia na nova condicdo. No musculo, a proteina de estresse HSP72 € uma das
principais proteinas envolvidas neste processo de rapida protecdo a variados tipos de estresses
(Welch, 1992; Locke et al., 1994; Hernando e Manso, 1997).

Os resultados do presente trabalho indicam que ap6és um exercicio intenso, ratos
sedentarios apresentam um aumento dos niveis de HSP72 nos musculos locomotores séleo
(oxidativo) e semitendinoso (glicolitico). Ratos submetidos a programas de treinamento do tipo
continuo e intermitente de 8 semanas ndo apresentam aumento dos niveis de HSP72 apés ¢
mesmo exercicio intenso & que foram submetidos os sedentarios, sugerindo que as adaptagbes
promovidas pelos treinamentos tomaram os misculos em guestdo mais resistentes ao estresse
causado pelo exercicio.

Os dados quando confrontados com analises de atividade dos marcadores dos sistemas
oxidante (citrato sintase) e antioxidante (catalase e glutationa redutase), indicam que quanto
maiores o0s niveis de HSP72, maior a atividade da citrato sintase (CS) em relacéo a da catalase
(CAT) e glutationa redutase (GR).

Partindo da premissa de que a HSP72 tem marcante atividade de protecdo e reparo de
proteinas e de que quantc maior a atividade da CS em relacéo 2 da CAT e GR maicres os efeitos
deletérios do estresse oxidativo, a HSP72 poderia representar um mecanismo de protecao
adicional utilizado pelo musculo esquelético contra os efeitos do estresse oxidativo nas proteinas.
Os dados também sugerem que, além de atuar no mecanismo de rapida prote¢do, a HSP72
parece estar envoivida em mecanismo constitutivo de defesa contra o estresse oxidativo.

Esses resultados reforcam a ideia da utilidade da HSP72 como biomarcador de condigtes
de estresse no musculo. No caso de exercicio fisico intenso, sua presenca em altos niveis parece
indicar uma situacao de estresse oxidativo.



SUMMARY

Muscle is a tissue with high plasticity, that is, it can change its biochemical and functional
characteristics to better cope with different stimulus. Exercise can provide stimulus that induce
adaptations in the energy generating, antioxidant defense and myofibrilar systems. But, if the
stimulus are too intense, myofibrils can be submitted to a stressful condition.

The generated stress results, on a molecular level, in a fast production of stress proteins.
These proteins have cellular protective functions and appears to be involved in the preparation of
cells to survival in the new condition. In the muscle, the stress protein HSP72 is one of the main
proteins involved in this mechanism of fast protection against different types of stress (Weich, 1992:
Locke et al., 1994; Hernando e Manso, 1997).

The results of the present work indicate that after intense exercise, sedentary rats show an
increase of HSP72 levels in the locomotory muscles soleus (oxidative) and semitendinous
{glicolytic). Rats submitted to continuous and intermittent training programs of 8 weeks do not show
increased HSP72 levels after the same intense exercise, suggesting that the adaptations resulted
from the training program increased muscle resistance to exercise stress.

When compared to markers of the oxidant and antioxidant systems, the results indicate that
the higher the HSP72 levels, higher is the activity of citrate synthase (CS) in relation to that of
catalase (CAT) and glutathione reductase (GR).

it is suggested that HSP72 could represent a secondary defense against protein damage
induced by oxidative stress in skeletal muscies. This is supported by the fact that HSP72 has
activity of protecting and repairing proteins, and that the higher the CS activity in relation to CAT
and GR activity, higher should be the deleterious effects of the oxidative stress. Moreover, this
mechanism appears to function not only in stressful conditions but also constitutively.

This work indicate the usefulness of HSP72 as a biomarker of stress conditions in the
muscle. In the case of exercise, high HSP72 levels coincide with oxidative stress conditions.



GRUPO DE TRABALHO ENVOLVIDO

Esta Tese esta diretamente associada com o trabalho desenvolvido pelo grupo coordenado
pela Profa. Dra. Denise Vaz Macedo do Laboratério de Bioenergética do mesmo departamento. O
grupo de trabalho estabelecido teve o objetivo de padronizar as técnicas para monitorar varios
marcadores biogquimicos nos moscuios de ratos submetidos a dois tipos de treinamentos
diferentes, amplamente empregados na pratica desportiva. Deste modo, o trabalho foi dividido da

seguinte forma:

-Padronizacao da técnica e analise de marcadores do metabolismo aerdbico e do sistema
enzimatico de defesa antioxidante: Claudio Cesar Zoppi,

-Padronizac@o da técnica e andlise de marcadores do sistema miofibrlar. Guilherme
Antonio Pires de Oliveira;

-Padronizacao da técnica e andlise da expressdo de HSP72: Marcus Bustamante Smolka.

Este planejamento possibilitou que varios biomarcadores pudessem ser monitorados ao
jongo do mesmo treinamento. A padronizagdo e execugao dos experimentos & trabaiho com nivel
de complexidade impossivel de ser realizado, em larga escala, por uma pessoa s6 em curto
espago de tempo (devido a grande quantidade de misculos analisados e a relativa dificuldade das
técnicas empregadas).

Assim, ao final dos dois protocolos de treinamento, que compreenderam 8 semanas
consecutivas, os dados obtidos puderam ser correlacionados uns aos outros, permitindo
interpretagéés mais completas e conclusivas dos resultados.

No anexo: “Outros resultados do grupo de trabalho”, esta tese fara referéncia direta aos
dados obtidos pelo grupo. Os outros integrantes do grupo, em suas respectivas teses, também
fario referéncia aos resultados deste trabalho.
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PLASTICIDADE MUSCULAR

Os musculos esqueléticos sdo tecidos dinadmicos gue podem alterar suas caracteristicas
fenotipicas proporcionando uma melhor adaptacao funcional frente a variados estimulos. Dentre os
importanies fatores determinantes das caracteristicas musculares pode-se ressaltar o tipo de
inervacdo, horménios atuantes, atividade conirdtii e condigdo de alongamento (Gunning e
Hardeman, 1991; Goldspink et al., 1992; Staron e Johnson, 1993). As caracteristicas musculares
mudam a medida qQue estes determinantes se alieram. Desta forma, uma fibra muscular
iniciaimente adaptada & contragao rapida, se devidamente estimulada, pode passar a exibir
caracteristicas de fibra de contragédo lenta (Pette e Vrbova, 1992).

E conhecido que o treinamento fisico & resisténcia pode promover importantes adaptacdes
musculares e que o exercicio produz uma série de condigbes adversas as fibras musculares ao
mesmo tempo que induz a adaptagio. De grande interesse ¢ a idéia de que muitos dos sinais a
adaptacdo possam estar diretamente relacionados aos estresses gerados.

Para combater os efeitos deletérios destes estresses, existem mecanismos de protecéo
caracterizados, principalmente, pela rapida sintese de proteinas do grupo das HSPs (“Heat Shock
Proteins”) com fungdes de protecdo e reparo de proteinas (Locke et al., 1990; Weich, 1992;
Hernando e Manso, 1897). A funcdo destas proteinas em preservar as células do estresse e
prepara-las para sobreviver a varios tipos de desafios sugere que estas proteinas possam ter
funcdo relevante em mediar a resposta adaptativa do musculo esquelético ao exercicio fisico
(Hemando e Manso, 1997).

Seguir-se-4 uma descricdo sobre a bioquimica muscuiar, focalizando-se os sistemas de
producdo de energia e espécies reativas de oxigénio, de defesa antioxidante e de contracéo
(miofibrilar), e como estes podem ser alterados num treinamento de exercicio fisico. Em seguida,
sera abordado 0 mecanismo de protecdo contra os estresses, focalizando-se no grupo das HSPs.



BIOQUIMICA DO MUSCULO

Os diferentes mdsculos apresentam grande diversidade de caracteristicas fenotipicas. As
propriedades contrateis, e consequentemente a eficiéncia e economia de gasto energético de um
musculo podem ser alteradas durante um treinamento a resisténcia. Ao nivel molecular, além de
diferencas nas isoformas das proteinas miofibrilares (geradoras de forca) presentes, variagdes
existem na forma de producgéo de energia e no sistema de defesa antioxidante.

Como os musculos tém grande capacidade de adaptacdo, é interessante referir-se as
caracteristicas momentaneas dos musculos como estado adaptativo. As principais caracteristicas
diferenciais de dois musculos em estados adaptativos opostos sdo (Goldspink, 1996);

{1) Mascuio de contragao rapida:

fenétipo: branco;

funcionalidade: movimentos rapidos de grande forga e pouco repetitivos:

fonte de energia: carbohidratos:

forma de producao de energia: glicolitica (anaerébica);

fibra predominante: tipo lib;

defesa antioxidante: baixa.

(2) Musculo de contragéo lenta:

fendtipo: vermelho;

funcionalidade: movimentos lentos e repetitivos (por exemplo, miscuios posturais);

fontes de energia: carbohidratos e lipidios;

forma de producao de energia: oxidativa (aerébica);

fibra predominante: tipo {;

defesa antioxidante: alta.

A maioria dos muisculos estdc em estados adaptativos intermediarios, apresentando
caracteristicas “hibridas”™. Por exemplo, um musculo pode apresentar capacidade de produzir
energia aerdbica e anaerdbicamente.

Sistema gerador de energia e espécies reativas de oxigénio (EROs)

O exercicio muscular se baseia na conversdo da energia de ligacdo quimica para a energia
mecanica. A energia para contrag&o muscular € provinda do ATP, deste modo, a forma de gerar
ATP tem implicag&o direta no tipo de movimento efetuado pelo misculo. Na respiragio aerobica o
rendimento do processo € grande, sendo bastante ATP gerado por moiécula de glicose ou acido
graxo. Porem, este processo € lento e, consequentemente, é possivel manter as contracbes por
longos periodos desde que o esforco ndo seja alto (nfio exija muita energia). Musculos que
precisam realizar muita forca utilizam predominantemente o sistema anaerébico de produgéo de



energia, pois este € capaz de produzir grande guantidade de ATP, rapidamente. Neste Uitimo
caso, o problema & que € invidvel manter a forga por periodos longos devido a rapida deplecéo
das reservas (pois o rendimento do processo € muito baixo) e pelo efeito téxico tdpico do acido
jatico produzido (Sjodin et al., 1990; Goldspink, 1996).

Um treinamento a resisténcia promove aumento da capacidade oxidativa dos musculos
esqueléticos em uso. E observado um aumento na capilarizagdo e no nimero de mitocéndrias,
além de alteracOes na economia de gasto ATP e composicdo de isoformas de proteinas contrateis
e regulatorias. As adaptagbes promovidas sdo fisiologicamente benéficas para melhorar a
capacidade do musculo para o metabolismo aerdbico e, assim, prolongar a performance ac
exercicio submaximo (Hood et al., 1992).

Durante o mecanismo de produgdo de ATP pelas mitocOndrias, a citocromo oxidase
participa como catalisador final da reacéc de redug8o tetravalente do oxigénio molecular a agua,
sem a formacédo de intermediarios de oxigénio. Foi calculado que este processo redutor representa
cerca de 95 a 98% do oxigénio total consumido pelas células. Entretanto, uma pequena fragao (2 a
5%) deste oxigénio pode ser reduzido univalentemente, principalmente pela coenzima Q reduzida
(Sjedin et al, 1990), dando inicio a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Emster,
1986; Naqui et al., 1986). Estas incluem um amplo espectro de espeécies radicalares como o
radical anion superédxido (O,") e radical hidroxila (OH) e néc radicalares como o perdxido de
hidrogénio (H.02).

Numa situacado de exercicio, o O~ pode ser formado no musculo de varias maneiras
(Figura 1) (Hess e Manson, 1984, Sjodin et al., 1990; Janssen et al., 1993):

i) na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, principalmente quando esta se
encontra reduzida (numa situagdo de andxia muscular) e é reoxigenada pelo oxigénio
durante, por exemplo, a pausa ap6s um esforgo de alta intensidade. A coenzima Q, uma
quinona presente na cadeia de transporie de elétrons mitocondrial, pode ser reduzida
univalentemente a semiquinona por elétrons provindos de NADH ou succinato, na
presenca do complexo muitienzimatico NADH-coenzima Q redutase ou da succinato
desidrogenase. Estas semiquinonas podem reduzir, univalentemente, ¢ O; a O,

i) pela enzima xantina oxidase (ativada em situagdo de baixo ATP e allo AMP). Em
condigcdes normais, a enzima xantina desidrogenase catalisa as reactes de oxidacao da
hipoxantina a xantina e da xantina a acido Urico, utilizando NAD como receptor de
elétrons. Durante exercicio intenso ou isquemia, esta enzima € convertida a xantina
oxidase, que catalisa as mesmas reacbes, porém utilizando oxigénio molecular como
receptor de elétrons, o que resulta na geracéo de EROs;



iii) adicionalmente, as enzimas NADPH oxidase e citocromo P450 oxidase também podem
produzir ERCs, porém parecem n&o representar sitios produtores tio potentes quanto
aos citados nos itens i g i.

O musculo esqueletico também produz oxido nitrico a partir de arginina e oxigénio numa
reagao catalisada pela enzima éxido nitrico sintase (Kobzik et al., 1994; Reid, 1996). O 6xido
nitrico pode reagir com O, para formar peroxinitrito, um intermediario instavel que pode se
decompor em um poderoso oxidante com reatividade similar ao radical hidroxila (Beckman et al.,
1990). Além disso, a presenca de ferro (na forma livre ou ligado a heme) pode converter o anion
superdxido e peroxido de hidrogénio, pela reacdo de Haber-Weiss, em radical hidroxila, uma das
EROs mais reativas (Hess e Manson, 1984; Herbert et al., 1994).

Cadeia mitocondrial de Transporte de elétrons
Xantina Oxidase
NADPH Oxidase

Citocromo P450 Oxidase

Superdxido dismutase

0.

Oxido nitrico
sinfase

NO

Arginina + O2

OH ...

ONOO"

FIGURA 1: Vias de formacao de EROs no musculo esquelético. Explicacio
detalhada pode ser encontrada no texto das paginas 7 e 8. O, oxigénio; O, radical
anion superdxido; OH :radical hidroxila; H.O,: peréxido de hidrogénio; NO": éxido
nitrico; ONOO": anion peroxinitrito (modificado de Essig e Nosek, 1997).

Como sao espécies altamente reativas, algumas reagem com estruturas celulares,
produzindo outras especies radicalares, desencadeando assim um dano oxidativo. Os alvos mais
importantes das EROs sao:

i) Membranas celulares e intracelulares, com o inicio e a propagacdo da peroxidacdo
lipidica (Sjodin et al.,1990);



iy Proteinas, cuja oxidacdo induz a um ataque proteolitico (Statdman, 1992);

iii) Moléculas de DNA (nuclear e mitocondrial), com aparecimento de modificacdes nas
bases e quebras e/ou ligagbes cruzadas com proteinas, muitas vezes irreversiveis
(Imlay e Linn, 1988; Halliwell e Gutteridge, 1990).

Modificacbes em proteinas causadas por EROs incluem alteragbes em amino acidos,
aumento de hidrofobicidade, desnaturacdo parcial e formacgdo de ligagbes cruzadas covalentes
(Giulivi et al., 1994). Tais modificacdes podem resultar em perdas da atividade catalitica e marcam
enzimas a serem degradadas por proteases citosdlicas, como © complexo multicataiitico
denominado proteassomo (Levine et al., 1981; Stadtman, 1992, Pacifici et al., 1993). Deste modo,
estresse oxidativo pode aumentar protedlise intracelular por modificar proteinas celulares (Grune
et al., 1995).

Sistema de defesa antioxidante

Os radicais livres nao constiiuem um problema enquanto os mecanismos naturais de
controle estiverem funcionando eficientemente. Radicais livres sdo desativados por atividade
enzimatica e por antioxidantes naturais que limitam a formacéo inicial de radicais, a formacéo
durante as reagbes em cadeia ou reparam ©s danos resultantes (Sen, 1995).

O sistema de defesa antioxidante € constituido principaimente pelas enzimas superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase {GPX) e glutationa redutase (GR). Além
disso, moléculas sequestradoras de espécies radicalares, tais como ascorbato (vitamina C),
glutationa reduzida (GSH), cisteina e a-tocofero!l (vitamina E), embora oferecam protecdo menos
especifica, tambem limitam o dano total as células (Halliwell e Gutteridge, 1990). Assim, embora
fisiologicamente todas as células aerdbicas gerem espécies radicalares, as abundantes defesas
antioxidantes dos organismos "saudaveis” tendem a previnir o dano celular causado por EROs.

Aparentemente, os radicais livres s&o uma necessidade e uma influéncia positiva enguanto
o balango entre a geracio e a remocao € mantido. Existe a proposicdo de que as especies
reativas de oxigénio poderiam, inclusive, exercer funcbes de segunde mensageiro celular (luliano
et al., 1992; luliano et al., 1994). Foi mostrado que a exposi¢do de células de misculo esquelético
a EROs afeta 2 velocidade do transporte idnico, incluindo a troca Na*/Ca®* (Goldhaber, 1996) e
potassio (Sen, 1995) pelo sarcolema e ¢ de glicose (Balon e Nadler, 1994).

Por outro lado, ha uma série de condigdes nas quais a velocidade de formacio de espécies
reativas estd aumentada e/ou as defesas antioxidantes das células estdo diminuidas. Neste caso,
esta estabelecido um estresse oxidativo, que pode resuitar em dano ou mesmo meorte celular. Ha
teorias que sugerem o envolvimento de radicais livres com processos de envelhecimento, cancer,
iesBes por radiac8o, danos celulares ¢ tissulares pos-isquémicos e também com o exercicio fisico



(Imlay e Linn, 1988; Halliwell e Gutteridge., 1990; Fridovich, 1986; Farber et al., 1990 Jenkins,
1988; Jenkins e Goldfarb, 1993; Alessio, 1983). '

Acredita-se que o aumento na demanda de energia durante exercicio fisico, aspeciaimente
do tipo aerObico, exige um aumento no fornecimento de oxigénio nos musculos ativos. A
quantidade de oxigénio consumido durante exercicio pode aumentar de 10 a 15 vezes. O fluxo de
oxigénio em musculos periféricos aumenta 100 vezes, com um aumento de 30 vezes na circulagéo
sanguinea. Isto ativa ainda mais o metabolismo oxidativo, maximizando a produgéo de energia por
unidade de substrato e evitando acumulo de iactato. Contudo, organismos aerébicos tém que
pagar um preg¢o: uma maior produclo de radicais livres (Sen, 1995).

Entretanto, trabalhos utilizando protocolos de treinamento do tipo continuo (realizado a
velocidades submaximas e crescentes) mostra um efeito adaptativo benéfico no organismio. Esta
situacao, aparentemente, promove aumentos da capacidade oxidativa e da defesa antioxidante
dos musculos (Venditti e Meo, 1996). Deste modo, as adaptagbes ndo seriam acompanhadas por
um aumento no nivel de producéo do ataque de EROs ao organismo.

Protocolos de treinamento do tipo intermitente, realizado por breves periodos, a alta
intensidade (com predominio do metabolismo anaerdbico) e intercalado por pausas curtas {com
predominic do metabolismo aerobico), parecem simular um processo de “anoxia/reoxigenacio’,
conhecido gerador de EROs (Sjodin et al, 1990). Adaptacbes resultantes deste tipo de
treinamento ainda nao foram muito estudadas.

Sistema miofibrilar

As fibras musculares do musculo esquelético contém miofibrilas, estruturas multinucleadas
resultantes da fus@o de varios mioblastos, que sdo formadas de filamentos protéicos arranjados
em unidades chamadas sarcémeros. Os sarcémeros contém principalmente miosina e actina, que
sao as principais proteinas contrateis (Figura 2).
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FIGURA 2: Diferentes niveis de organizacao do misculo esquelético. (a) Cornte transversal de musculo
esgueiético mostrando as fibras. Dentro de cada fibra existem muitas miofibrilas que s8o os elementos
contrateis. (b) Detalhe de miofibrilas (constituidas de sarcomeros: filamentos de miosina e actina) envoitas
por reticulo sarcoplasmatico e sistemas tubulares fransversos. (¢) Organizagdo molecular dos filamentos
delgado {“thin"} e grosso (“thick™). Os filamentos delgados s&o rodeados de proteinas regulatérias, o
complexo tropormiosinadroponina. ProjecSes de miosina interconectam o filamento grosse ao delgado,
aonde apresentam a parte 51, dotada de atividade ATPasica e sitios de ligacdo a actina. (Retirado de
Goldspink, 1998).
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A molecula de miosina é composta de trés tipos diferentes de cadeias peptidicas: um tipo
de cadeia pesada (aproximadamente 200 kDa), e dois tipos diferentes de cadeias leves
(aproximadamente 20 kDa). Uma molécula de miosina € um hexamero que contém duas cadeias
pesadas de miosina (CPM) idénticas e quatro cadeias leves, duas de cada tipo (Staron e Johnson,
1993).

As duas CPMs formam a maior parte da molécula de miosina e se encontram, na sua
maioria, em conformagao de dupla hélice (porgéo carboxi-terminal), de onde emerge um braco da
figacao (porgao amino-terminal) até os filamentos de actina. Préximo ao sitio de ligagio a actina
ocorre ainda um sitio para hidrélise de ATP. Cada “praco” deste corresponde a um sistema
gerador de forga independente, que puxa o filamento de actina para o centro do sarcémero as
custas da hidrélise de ATP (Trybus, 1994).

A velocidade de contracdo de uma fibra muscular esta relacionada & atividade especifica
de hidrolise de ATP exercida pela miosina (Barany, 1967). O ritmo em que os bracos de miosina
trabalham e consomem energia quimica varia consideravelmente com o tipo de fibra muscular e
atividade para qual estd adaptada (Alexander e Goldspink, 1977).

Fibras musculares de mdsculos posturais lentos, tém diferentes bracos de miosina em
relacao as fibras de musculos fasicos rapidos, e esta diferenca ndo explica apenas as diferencas
na velocidade de contragéo como também na economia de desenvolvimento da forga e na fadiga
(Goldspink, 1985). Todas as cadeias pesadas e leves da miosina ocorrem como diferentes
isoformas, e combinagdes diferentes de cadeias pesadas e leves podem aparecer na mesma fibra
muscular e até no mesmo filamento de miosina. Porém, ja foi demonstrado experimentaimente que
o principal determinante da velocidade de contragdo & o tipo de CPM predominante no musculo
(Reisner et al., 1985).

A principio, as fibras musculares podem ser réapidas (tipo Il) ou lentas (tipo 1), cada tipo
adaptado para diferentes fungbes motoras (Schiafino e Reggiani, 1994; Goldspink, 1996).

FIBRAS TIPO I: Esta fibra € composta de uma isoforma de CPM (CPM [) que hidrolisa ATP
lentamente, logo, € mais eficiente e econdmica para movimentos lentos e repetitivos ou para
sustentagado de forga isométrica e ndo para geragio rapida de forca. Esta fibra é também chamada
de oxidativa, pois realiza predominantemente a respiragdo aerdbica, contendo muitas
mitocondrias.

FIBRAS TIPQ li: Ha dois tipos de fibras rapidas, ambas adaptadas para gerar muita forga,
mas uma por um curto periodo de tempo (tipo Iib) e outra por periodos mais longos (tipo la). A tipo
llb & glicogenolitica e expressa CPM llb, ja a lla tem relativamente mais mitocéndrias, um
metabolismo mais oxidativo (por isso capaz de sustentar forca por mais tempo) e expressa
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CPMila. Em certos mamiferos como o rato @ o coelho ha ainda fibras tipo lix, que expressam uma
isoforma de CPM diferente, a CPMIIx, que tém caracteristicas intermediarias entre as tipo lla e lib.

Existem fibras que coexpressam diferentes genes de CPMs. Sao fibras hibridas que
contém tanto CPMI e CPMlla, CPMila e CPMIIX ou CPMlix e CPMIlb (DeNardi et al., 1993).

Varios estimuios podem promover adaptagdes do sistema contratil e, neste caso, ocorreria
um processo de conwverséo de um tipo de fibra para outra. O processo de converséo de fibras nao
envolve $6 a sintese da nova isoforma como a degradacdo da antiga. A degradagéo protéica
exerce uma importante fungéo regulatéria no remodelamento dos filamentos de miosina, pois as
isoformas recém sintetizadas s6 podem ser inseridas no sarcémero depois que as isoformas nao
mais expressas sejam retiradas e degradadas (Termin e Petle, 1992). E possivel que as isoformas
recém sintetizadas sejam mais passiveis de degradacdo quando na forma livre do que quando ja
inseridas no filamento. Um maior “turnover” das novas isoformas seria o resultado desta condigao.
E plausivel que isto funcionaria para prevenir a fibra muscular de mudar sua composic@o de
isoformas de miosina prematuramente, logo, um estimulo teria que durar tempo suficiente para
que houvesse o efeito tanto das rapidas mudancas transcricionais e traducionais como do
demorado processo de protedlise (Termin e Pette, 1992).

Parece haver uma correlagéo inversa entre a habilidade de extrair e utilizar oxigénio e a
porcentagem de fibras tipo lib. Deste modo, um treinamento de resisténcia converteria as fibras
glicoliticas em fibras mais oxidativas, fazendo com que a energia seja melhor aproveitada (o
numero de ATPs produzidos por molécula de oxigénio consumido (P/O) & maior nas fibras tipo 1)
(Kushmerick et al,, 1992), possivelmente contribuindo com a melhora da performace fisica. Em
ciclistas profissionais, musculos de individuos com maiores proporgdes de fibras tipo  no muasculo
vasto lateral geram maior carga energética para o mesmo volume de oxigénio utilizado (Coyle et
al., 1992; Horowitz et al., 1994).

Contrariamente ao freinamentc & resisténcia, atlelas que necessitam grande forga
(velocistas e levantadores de peso) tém predominio de fibras rapidas (Prince et al., 1978). O
sedentarismo também estd associado @ conversdo de fibras no sentido -l {(Jakobsson et al.,
1891).
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RESPOSTA AC ESTRESSE

Para que uma fibra muscular possa realizar as adaptacbes necessarias é preciso que ela,
primeiramente, possa suporar ¢ estimuio. Dependendo da intensidade e natureza do estimuio,
este pode configurar-se num impacto demasiadamente danoso & célula, e para neutraliza-lo, a
célula deve possuir mecanismos de defesa rapidos e eficientes. A resposta ao estresse & um
termo utilizado para nomear ¢ mecanismo caracterizado por um rapido aumento da expressao de
um determinado grupo de proteinas, denominadas proteinas de estresse, que tém a funcdo de
rapidamente proteger a célula contra os efeitos danosos dos estimuios, garantindo a sobrevivéncia
da célula e, assim, possibilitando posteriores reprogramacgdes adaptativas no metabolismo geral
(Welch, 1993).

Deste modo, a resposta adaptativa inicia-se com a resposta ao estresse e, se o estimulo
persistir, uma série de outras adaptagbes ocorrem. A fungdo das proteinas de estresse em
preservar as células do estresse e prepara-las para sobreviver a varios tipos de desafios sugere
que estas proteinas possam ter fun¢do relevante em mediar a resposta adaptativa do musculo
esquelético ao exercicio fisico (Hernando e Manso, 1997).

A resposta ao estresse foi primeiramente descrita em Drosophila ap6s chogue térmico
(Ritossa, 1962) e a partir dai tem sido observado em células eucarioticas e procariontes mediante
aplicacdo de uma grande variedade de condigbes estressantes. O mecanismo da resposta ao
estresse se baseia na expresséo de proteinas de estresse (PEs), que podem ser definidas como
qualquer proteina que seja rapidamente expressa (horas) apés aplicagdo de um determinado
estresse e que participe do mecanismo de protegdo contra os efeitos danosos do estresse. As
HSPs ("Heat Shock Proteins’, nome dado devido a relevancia historica do estudo com choque
térmico), representam um dos grupos de proteinas que melhor se encaixa nesta definigio,
participando da resposta a muitos tipos diferentes de estresses como hipertermia, falta de glicose,
aumento da concentragéo de calcio intraceluiar, estresse oxidativo, analogos de aminc Acidos,
puromicina, etanol, infec¢@o por certos virus, hipéxia e presenca de metais pesados (Hightower,
1991; Welch, 1992). O termo proteina de estresse foi introduzido devido a esta natureza mais
ampla desta resposta. Embora os termos proteina de estresse e resposta ao estresse tém sido
bastante Uteis, e importante evitar de chamar HSPs de proteinas de estresse e resposta ao
choque térmico de resposta ao estresse, existern muitas respostas celulares ao estresse e varios
grupos de proteinas de estresse (Hightower, 1991)

Através de rapida transcricdo e subsequente traduco preferencial das PEs, ocorre a
protegdo contra condicbes que poderiam ser letais. Por exemplo, fibroblastos microinjetados com
anticorpos contra HSPs (inativando a HSPs) e submetidos a um choque térmico ndo letal, sdo
incapazes de sobreviver a um segundo choque térmico mais forte, enquanto céluias controle, ndo
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injetadas com os anticorpos conseguem sobreviver aos dois tratamentos. Porem, se células
normais forem submetidas diretamente ao chogque térmico mais forte, elas nio sobrevivem, ficando
claro a relevancia de uma primeira hipertermia mais amena para criar a toierancia (Riabowol et al.,
1988). O mecanismo da toleréncia adquirida gracas a presen¢a das PEs ainda permanece
incompletamente entendido.

O aumento da expressdo dos genes hsp é geralmente proporcional & severidade do
estresse. Porém, a inducgdoc das diferentes HSPs pode ser bastante diferente no que se refere a
ordem de magnitude (DiDomenico et al., 1982).

Funciao das HSPs

As condicbes de estresse até agora citadas tm o marcante efeito de causar
desestabilizacio estrutural de proteinas, iste €, alteram a conformac#o de proteinas, resultando na
perda da fungdo. Por analogia com o termo genotoxicidade (dano ao DNA por agentes quimicos
ou fisicos), o terrno proteotoxicidade parece ser util para descrever danos as proteinas causados
por agentes quimicos ou fisicos. Estes ultimos poderiam ser, entdo, denominados de agentes
proteotéxicos {Hightower, 1991).

As proteinas de estresse foram bastante conservadas durante a evolugéo, provavelmente
desempenhando funcdo importante e parecida em fodos organismos. Nos Gltimos anos, tem ficado
claro que HSPs est&o diretamente envolvidas em processos vitais de biogénese e manutencéo de
proteinas, sendo denominadas de “chaperonas moleculares” (Ellis et al., 1989, Ellis e Van der Vie,
1991). O termo chaperonas moleculares engloba um grande e variado grupo de proteinas cuja
funcido parece ter surgido para resolver Os problemas da alta concentracio intracelular de
proteinas, garantir o “folding”, oligomerizac&o e transporte de proteinas, minimizar danos as
proteinas durante estresse e restaurar a fungéo de proteinas desnaturadas. Ainda, pelo fato de
gue a estrutura do polipeptidec sendo transportado para organeias (assim que atravessa a
membrana do reticulo endopiasmatico, mitocondria ou cloroplasto) torna-se parecida com sua
forma nascente ou desnaturada, a acdo das chaperonas torna-se necessaria nesta situacdo. As
chaperonas atuam sem modificar covalentemente o seu substrato e sem fazer parte do produto
(Martman e Gething, 1996).

Utilizando RNA polimerase comoc modelo experimental, foi demonstrado que HSP72
desagrega e reativa proteinas danificadas pelo calor (Skowyra et al., 1880). Ainda, algumas HEPs
parecem influenciar a atividade de moléculas que regulam crescimento, diferenciagéo e adaptagéo
celular (Weich, 1993).
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As familias de HSPs

Inimeros grupos de HSPs coexistern e coatuam numa resposta ao estresse. Em células de
mamiferos, elas possuem variados pesos moleculares (18 a 174 kDa), sendo que as familias mais
bem estudadas apresentam peso molecular aproximado de 70 e 60 kDa, correspondendo
respectivamente as familias HSP70 e HSP60. Eias apresentam a caracteristica comum de serem
chaperonas, mas cada familia possui mecanismos funcionais e atividades adicionais especificas.
Apesar de funcionaimente relacionadas, as familias de HSPs sio estruturalmente diferentes.
Familia HSP70

Em células de mamiferos, as proteinas mais fortemente induzidas na resposta de esfresse
pertencem & familia HSP70, um grupo de proteinas (de aproximadamente 70 kDa) intimamente
relacionadas que inclui HSP72, HSP73, GRP78 e GRP75. Todas tém a propriedade de ligar ATP,
mas tém distribuicao subcelular diferenciada na célula.

A GRP78 (a denominacdo vem do fato de ser regulada por glicose, “glucose regulated
protein”) é localizada no reticulo endoplasmatico rugoso e a GRP75 na mitocondria (Becker e
Craig, 1994). HSP72 e HSP73 localizam-se no citoplasma e no nicleo, sendo que aparentemente
a HSP73 é constitutivamente expressa em altos niveis na maioria das células. Com estresse e
producdo de proteinas desnaturadas, ela migra para o nicleo e nucléolo onde se liga com
préribossomos desnaturados ou em estado de “unfold”. A HSP72, por outro lado, é encontrada em
pequenas quantidades em células ndo estressadas, sendo rapidamente sintetizada em resposta
ao estresse. Black e Subject (1891) sugeriram que, de forma geral, a HSP73 atua em condicbes
nao estressanies (constitutivamente) e a HSP72 em situages de estresse (indutivelmente).

O mecanismo geral de a¢do parece ser a ligagdo com regides hidrofdbicas expostas de
proteinas parcialmente desnaturadas, solubilizando-as e protegendo-as. Regides hidrofabicas
podem estar presentes em proteinas danificadas por agentes quimicos ou fisicos, em polipeptidios
recém sintetizados e em proteinas sendo translocadas a organelas, no momento de atravessar as
membranas (Becker e Craig, 1994). O desiigamento (dependente de ATP) da chaperona
possibilitaria & proteina estabilizar-se na conformacgéo correta. Este mecanismo apresenta muitas
utilidades na célula e fungbes para diferentes HSPs tém sido descritas no metabolismo proteico,
da sintese a degradacgéo (Hendrick e Hartl, 1993).

Familia HSP80

HSP60 ¢ localizada na mitocbndria e, em menor quantidade, no citoplasma de células de
mamiferos, estando em forma de grandes complexos de 14 subunidades. Sdo denominadas de
chaperoninas (como uma subclasse das chaperonas) e controlam o “foiding” de varias diferentes

proteinas.

16



FIGURA 3 .Nie;:anis.mé.de ativacao transcricional das HSP.S sugerido por Morimoto, 1993 e Voellmy, 1996,
Explicacdo detalhada pode ser encontrada no item ativac&o transcricional (pagina 17). HSF: Fator "Heat Shock”;
HSE: Elemento “Heat Shock”.
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Diferentemente da HSP70, a HSP60 facilita o “folding” correto enquanto ainda associada
com a proteina, gracas ao fato de se ligar em varios sitios. Como a HSP70 contém um Unico sitio
de ligacéo, o “folding” s6 pode ocorrer quando HSP70 se dissociar da proteina.

Outras familias (HSP32, HSP90, HSP25, HSP110)

Existem outras familias de HSP que podem ou ndo possuir a funcdo geral de chaperona. A
familia HSP90 esta envolvida em transdugdo de sinais, apresentando grande especificidade de
ligacdo a receptores esterdides e quinases. A familia HSP25 parece ser especializada na
montagem de grandes complexos protéicos (Weich, 1892). A HSP32 é uma enzima antioxidante
que catalisa a conversio de grupos hemes 3 biliverdina (Essig e Nosek, 1997)

Ativacao transcricional

A reguiacao franscricional das HSPs pode ser mediada pela ativacdo e ligacio de fatores
de transcricdo “heat-shock factor” (HSF) aos “heat-shock elements’ (HSE) no DNA. A capacidade
de ligagio aos HSE é estimulada indiretamente por oxidantes e outros agentes proteotoxicos, por
uma via de sinalizag&o sensivel a presenga de proteinas danificadas (Morimoto, 1993).

Embora muitos aspectos ndo estejam ainda elucidados, em eucariotos superiores, a
regulacdo do HSF parece se processar por retengéo citoplasmética. Isto é, em extratos de células
ndo estressadas, HSF estd geraimente presente no citoplasma como heterodimero, ligando-se
com a HSP72. Quando um estresse é aplicado, aumentando assim a quantidade de proteinas
desnaturadas, a HSP72 liga-se preferencialmente as proteinas desnaturadas, deixando HSF livre.
Uma vez ndo ligado a HSP72, HSF tende a oligomerizar em homotrimeros e assim adquirir
capacidade de entrar no nicleo e ativar a transcrigdo de varias HSPs (Voelimy, 1996). A Figura 3
mosira um esquema simplificado deste mecanismo.

Varias evidéncias indicam que as células podem distinguir entre formas nativas e
desnaturadas da mesma proteina (Hightower, 1991). A HSP72 & referida por uns como sensor
proteotéxico, sendo proteina com papel central no mecanismo de transducée do sinal proteotdxico
e regulagao transcricional das HSPs (Voellmy, 1996).

Atenuacio e adaptacio

Particularmente interessante é o fenémeno referido como atenuagio. Células expostas a
choque termico extremo rapidamente iniciam alta sintese de proteinas de estresse, mantida pela
duragéo do estresse. Quando células sdo sujeitas a um choque térmico moderado e prolongado,
elas respondem inicialmente por um grande aumento na sintese, que & logo diminuido para niveis
normais (a resposta parece ser atenuada). Esta atenuacdo € acompanhada por conversio da
forma trimérica ativa do HSF para a monomeérica, sem capacidade de ligar DNA.
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Em contrapartida, exposicio prolongada a temperatura extrema resulta na manutencio da
transcricao do gene hsp e atividade do HSF de ligar DNA (Morimoto, 1993).

Deste modo, a sintese aumentada das PEs € um dos primeiros eventos adaptativos e esta
envolvida no combate imediato ao impacto, que tende a ser mais nocive nos primeiros momentos,
quando a célula ainda n&o teve tempo para realizar outros reajustes metabolicos importantes. A
medida que a celula vai realizando os reajustes necessarios e melhor se adaptando & nova
condicio, a sintese das PEs parece reduzir (atenuaco). Se o estimulo for muito danoso, a celula
continuara produzindo-as pois ¢ seu metabolismo geral parece ndo conseguir adaptar-se.

A adaptacdo celular € um processo resultante de um estimulo exterior a celula e
caracteriza-se, dentre outrps, por alteragdes na transcrigdo génica e na tradugdo. O processe de
adaptacio ocorre apenas se a celula sobreviver ao impacto danoso que geralmente resulta dos
estimulos. A protecéo de células contra os efeitos danosos de varios estresses € uma fungao
atribuida as MSPs 70 (Welch e Feramisco, 1984; Sanchez et al., 1993} assim como a outras HSPs
(Landry et al., 1989; Sanchez e Lindquist, 1980; Sanchez et al., 1993).

Quando problemas ocorrem no processo de “folding” de proteinas, o que acontece em
células submetidas ao estresse por exposicdo a muitos agentes fisicos e quimicos, a ceélula
responde aumentando a expressio das HSPs. Esta resposta celular induzida por estresse e
essencial para a sobrevivéncia celular em condi¢bes adversas e para a viabilidade do processo do
reajuste adaptativo do metabolismo celular (Bensande et al., 1996).

Estresses do exercicio

O exercicio produz uma série de condicbes adversas as fibras musculares a¢o mesmo
tempo que induz a adaptac¢do. Dentre os conhecidos estresses gerados no musculo pelo exercicio
estdo: hipertermia (Brooks et al., 1971), estresse oxidative (Davies et al., 1982), deplecao de
glicose e reservas de glicogénio {Ahlborg et al., 1967) e acumulo de &cido latico (Stainsby e
Brooks, 1990}.

O estresse gerado resulta, molecularmente, na rapida inducdo de HSPs. Esta resposta
celular ao estresse foi observada, apés exercicio fisico, no figado, cora¢do, musculo esqueletico
(Salo et al., 1991; Hemando e Manso, 1997), linfocitos (Locke et al., 1990) e em aiguns outros
tecidos.

HSPs e estresse oxidativo

Dado o potencial das EROs de danificar proteinas intraceilulares durante contractes
musculares, a capacidade do sistema de defesa antioxidante pré-existente poderia ser
complementado pela sintese de HSPs (Essig e Nosek, 1997). Recentes pesquisas feitas por Brotto
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e Nosek (1996) indicam que niveis elevados de ERQOs sdo capazes de danificar oxidativamente
proteinas presentes no tecido muscular. '

Evidéncias experimentais indicam que durante um estresse oxidativo, excessos de EROs
participam direta ou indiretamente (possivelmente por proteinas desnaturadas) em uma ou mais
vias sinalizadoras gue levam a rapido aumento na sintese de HSPs (Applegate et al., 1991: Welch,
1992; Burdon, 1993; Vile et al,, 1984, Borger et al., 1995). EROs promoveriam a exposicdo de
aminoacidos hidrofobicos do interior de proteinas que sdo alvos de ligagdo da HSP72, ativando
assim a transcri¢&o de varias HSPs.

Em musculos, a quantidade de HSP72 & proporcional & porcentagem de fibras tipo | (Locke
et al., 1994). Foi sugerido que isto seria relacionado ao fato de fibras tipo | estarem continuamente
sendo submetidas a um ambiente mais estressante, requerendo assim as funcbes da HSP72.
Ainda néo foi investigado se isto esta relacionado a concentracdes basais maiores de EROs em
fibras tipo I.

O impacto da expresséo de HPS72 no combate ao estresse oxidativo apds exercicio néo
foi totalmente elucidado. A hipétese atual € que a sintese aumentada de HSPs poderia prevenir
danos oxidativos em proteinas ou auxiliar no reparo de proteinas danificadas durante contragdes
musculares repetitivas (Salo et al., 1991; Locke et al., 1994; Essig e Nosek, 1997).

O exercicio pode aumentar a temperatura muscular para 45°C e a temperatura corporal
para 44°C (Brooks et al., 1971). Ha a proposta que as mitocdndrias musculares sofrem
desacoplamento a temperaturas fisioldgicas observadas com exercicio, produzindo grandes
quantidades de Oz (Salo et al., 1991), que poderia levar a inducdo de HSP72. Por outro lado,
Skidmore et al. (1995) mostraram que quando a temperatura corporal era mantida no nivel normai,
a proteina HSP72 ainda estava aumentada apés exercicio e Neufer et al. (1996) detectaram
inducédo de HSP72 na auséncia de qualquer mudanga na temperatura de musculos submetidos a
estimulagéo eiétrica de baixa frequéncia. Ainda, enquanto ainda nio diretamente determinado no
musculo esqueletico, Kukreja et al. (1994) mostraram que no coracfo isolado de rato, uma
variedade de espécies oxidantes podem rapidamente induzir mRNA de HSP72. Esfes resultados
sugerem que fatores diferentes de estresse térmico também contribuem para a indugéo de HSP72
durante exercicio.

Altos niveis de EROs podem ser especialmente prejudiciais no misculo esquelético, pois
este tecido apresenta niveis muito baixos de antioxidantes em relaggo ao figado e rim. O musculo
pode apresentar ate 40 vezes menos catalase, 16 vezes menos SOD e 7 vezes menos glutationa
total do que o figado (Quiroga, 1992).

Além disto, o risco de estresse oxidativo deve ser maior em tecidos que apresentam
grandes variagdes de consumo total de oxigénio entre condigbes normais e de maxima atividade.
O musculo esquelético & um cidssico exemplo disso.
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OBJETIVOS

Nao ha informac&o sobre o efeito do treinamenio nos niveis de expresséo de HSP72, nem
sobre a resposta ao estresse de um exercicio intenso em individuos freinados. E preciso, tambeém,
esclarecer melhor como as varias adaptagdes metabdlicas resultantes do treinamento fisico
influenciam o mecanismo da resposta ao estresse.

A hipttese de Essig e Nosek (1997) de que “dado o potencial das EROs de danificar
proteinas intracelulares durante contragbes musculares, a capacidade do sistema de defesa
antioxidante pré-existente poderia ser complementado pela sinfese de HSPs™ seria uma proposta
interessante para ser estudada por comparacao entre variagdes da HSP72 e das enzimas do
sistema antioxidante apos o estresse do exercicio.

Os objetivos da presente tese sao:

(1) Analisar o efeito do treinamento nos niveis de HSP72: padronizar as técnicas de deteccio e
analisar o efeito de treinamentos dos tipos intermitente e continuo na quantidade de HSP72 nos
muasculos séleo (oxidativo) e semitendinoso (glicolitico);

(2) Analisar o efeito do treinamento na resposta ao estresse: sabendo que um exercicio intenso
resulta num aumento significativo da HSP72 (resposta ac estresse) em ratos naoc treinados,
analisar a resposta ao estresse pela analise da HSP72 nos ratos treinados apds o mesmo
exercicio intenso a que 0s ratos sedentarios foram submetidos;

(3) Discutir os resultados das andlises quantitativas da HSP72 com os resultados obtidos pelo
grupo sobre os seguintes biomarcadores:

- Citrato sintase (metabolismo oxidativo);

- Catalase e glutationa redutase (defesa antioxidante);

- Isoformas da cadeia pesada de miosina (tipo de sistema miofibrilar).

{4) Analisar a presenc¢a da enzima antioxidante tioredoxina redutase em musculos esqueléticos de
rato. Muito pouco se sabe sobre esta enzima em musculos esqueléticos de mamiferos.
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MATERIAIS E METODOS
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Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar com 2 meses de idade no inicio dos treinamentos (4
meses quando sacrificados). Durante todo o experimento, os ratos foram mantidos em ambiente
controlado (18-22°C e fotoperiodo invertido de 12 horas), estando providos de racac de laboratorio
e agua ad libitum.

Protocolos de treinamento

Antes de iniciar os treinamentos, todos os ratos passaram por fase de adaptacéo a esteira,
correndo a baixas velocidades (5-15 m/min). Os protocolos de treinamento (tabela 1) continuo
(realizado a velocidades submaximas e crescentes) e intermitente (realizado atraves de tiros
rapidos, de aita intensidade, intercalado por pausas curtas) foram aplicados nos ratos (n=3) &
vezes por semana, tiveram a duragdo total de 8 semanas e foram realizados em esteira rolante
com inclinacdo de -3°. Ambos foram divididos em duas fases:

a) Fase | (primeiras 4 semanas). aumento progressivo na intensidade e duragdo do esforgo;

b) Fase !l (Gltimas 4 semanas): manutencéo na intensidade e duracdo do esforco.

TABEL A 1: Protocolos de treinamento continuo e intermitente. Os protocolos foram aplicados 5 dias por
semana (de Segunda a Sexta-feira).

Continuo intermitente
Semana |Velocidade |Tempo Velocidade |[Tempo |Pausa {Numero de
(rn/min) {min) {m/min} (min}) {(min) Repetigdes
1? 15 20 20 5 2 4
2° 20 30 30 25 1 4
3° 225 45 32,5 25 1 8
42 25 60 35 2,5 1 6
5%ag® 25 60 35 25 1 6
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Protocolc de exercicio intenso

Apds o término dos treinamentos, animais controie (sedentarios) foram submetidos a
corrida em esteira até o esgotamento fisico, considerado o momento em que ratos sedentarios
desistem de continuar correndo.

O protocolo foi determinado de forma que animais sedentérios conseguissem correr até o
esgotamento fisico mesmo sem estarem adaptados a corrida na esteira. Optou-se, entdo, por dois
repetidos aumentos gradativos da velocidade, de forma que os animais pudessem se adaptar
durante o proprio protocolo. Apds a definicdo da velocidade e duragdo do exercicio que se
configurasse num esgotamento fisico para animais sedentarios, os animais de ambos os
treinamentos, ao final dos mesmos, foram submetidos a este mesmo protocolo. O objetivo foi de
comparar as respostas de ratos sedentarios e treinados (continuo e intermitente) submetidos ao
mesmo exercicio, possibilitando analisar o efeito do treinamento nas respostas.

TABELA 2: Protocolo de exercicio intenso. O protocolo foi determinado de forma que animais sedentdrios
conseguissem correr até o esgotamento fisico mesmo sem estarem adaptados & corrida na esteira. Foi
realizado por dois repetidos aumentos gradativos da velocidade, de forma que os animais pudessem se

adaptar durante o proprio protocolo. Inclinagdo da esteira foi de -3°.

Tempo Velocidade

(minutos) (m/min)
0-5 10
6-10 15
11-25 20
26-27 0 (pausa)
28-32 10
33-37 15
38-62 20
53-62 25
63-82 30

DURACAOQO TOTAL
82 minutos
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Retirada dos misculos

Os ratos foram previamente anestesiados com hidrato de cloral 10% (m/v), na proporcéo de
0,3 mL para cada 100g de peso corporal. No minimoe de 48 horas apds o final dos treinametos ou
exatamente 2 horas apoés aplicagcdo do protocolo de exercicio intenso, os muscuios soéleo,
diafragma, semitendinoso e extensor digital longo da perna direita foram retirados, sendo
imediatamente pulverizados com nitrogénio liquido e armazenados a -70°C.

Preparagao das amostras

Para as analises, os musculos foram minusiosamente fatiados e homogenizados,
utilizando homogenizador do tipo Potter-Elvehjem, em trés volumes (peso/volume) de tampéao (pH
7.2) KH.PQO, 0,1M, K:HPO, 0,05M contendo inibidores de proteases (EDTA 0,01M e PMSF
0,002M) e KCi 0,3M. Em seguida, o homogenato foi submetido a agitacdo em “vortex” por 3
minutos, sonicacao em gelo por 5 minutos e, novamente, agitagdo em “vortex” por mais 5 minutos
para promover maior solubilizagdo de proteinas. O homogenato foi entdo centrifugado em
minicentrifuga por & minutos a 6000rpm para precipitar restos de tecido n&o solubilizados. O
sobrenadanie foi entéo diluido 1.1 em tamp&o de amostra (Tris-HC! 0,18M, Glicerol 30%, SDS
6,9%, 0,001% Bromofenol blue, pH 6,8) com dithiothreitol (DTT) 0,2M e armazendos a -20°C em
aliquotas. As amostras eram entdo incubadas a 60°C por 5§ minutos e submetidas as analises
eletroforéticas. Na Figura 4 é mostrado um esquema do procedimento de preparagao de amostra.

O procedimento foi padronizado de modo a se obter amostras com concentragdes protéicas
compativeis tanto com as analises de detecgéo da HSP72 quanto com a tipagem de isoformas de
cadeia pesada de miosina, uma vez que isto asseguraria uma economia de amostra e trabalho e
também uma maior fidelidade nas analises de relacdo entre os resultados de ambas as técnicas.
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l PREPARACAO DE AMOSTRA i

Musculo
- - v . Tampdo homogenato:
Nitrogénio Liguido 1:3 (wh)
' KCI 0,3M
KHzPC.0,1M
Armazenamento -70°C K2HPO, 0,05M
EDTA G,01M
' PMSF 0,002M
Fatiamento em gelo pH7.2

\/

Homogenizacao

' vortex 3minutos
Extracao sonicador Sminutos
' vorex Sminutos

Centrifugacdo (5 minutos/6000rpm)

/ \ Tampao de amostra:
Precipitado Sobrenadante 1:1 (Vi)
SDS 6,9%
/ Glicerol 30%

Tris-HCI 0,18M

DTT 0,2M

pHB6.8

Aliquotas

~

_ane Incubagio a 60°C TH
Armazenamento —20°C P  oor5minutos > Analises

FIGURA 4: Procedimento de preparagdo de amostra. Explicacdo detalhada contida em texto da
pagina 25.
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Dosagem de proteinas

As dosagens protéicas foram realizadas pelos métodos de Lowry (1951) ou do écido
bicinconinico (Smith et al., 1985), BCA, utilizando “Micro BCA Protein Assay Reagent Kit” da
Pierce, Rockford, IL, USA.

Porém, observou-se que quando se frabalha com uma quantidade muito grande de
amosiras, as dosagens de proteinas comumente realizadas ndo sdo muito precisas. Isto ocorre
pois séo frequentes os problemas de erros de pipetagem, erros de diluigo, vidraria mal lavada,
erros na leitura das amostras.

No sentido de garantir um maior controie da guantidade de proteina das amostras, optou-
se por fazer, além das dosagens descritas, um controle densitométrico das eletroforeses do perfil
total (como mostrado no item controle eletroforético da quantidade de proteinas).

S$DS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada seguindo-se o descrito por Laemmli
(1970). O gel de empacotamento teve a concentracdo de 5% de acrilamida, j& a concentragio do
gel de separacéo (“running gel”) foi de 12,5%. As placas foram preparadas utilizando-se uma
solucio de acrilamida estoque (Bio Rad, CA, EUA) a 30% e N-N-metileno-bisacrilamida estogue
(Bio Rad, CA, EUA) a 0,8%, ambas dissolvidas em agua deionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore
- Water Corporation, MA, EUA) filtradas em papel de filtro (Whatman nimerc 1) e mantidas a 4°C
em frasco @mbar.

As eletroforeses SDS-PAGE foram realizadas em sistema SE 400 (16 X 14 cm) da Hoefer
(CA, EUA).

A guantidade de proteina aplicada foi de 80ug para as analises do perfil total e das
isoformas da cadeia pesada de miosina e 160pg para analise da HSP72. As amostras foram
incubadas por 5 min a 60°C antes de serem aplicadas.

A eletroforese fol realizada no tampao de corrida (Tris-HCI 0,025M, glicina 0,192M, SDS
0,1%, sendo que o pH desta solugédo ndo é acertado). A voltagem utilizada foi de 90V e 200V (SE-
400), para gel de empacotamente e gel de corrida, respectivamente.

O gel retirado do sistema de placas foi corado com solug@o de Coomassie Blue R-250 0,1%
em acido acético, metanol e agua na proporgéo de 1:4:5 (viv) durante trés horas. Em seguida, foi
descorado em solugdo de acido acético, metanol e agua na proporgao de 1:4:5 (viviv).

Para a realizagdo do “Western blot”, o gel nao foi corado, passando diretamente para o
procedimento de transferéncia para membrana de PVDF.
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Controle eletroforético da quantidade de proteinas

Para que houvesse um maior controle da quantidade de proteinas totais, foram realizadas
eletroforeses do perfil fotal de proteinas nas amostras, que foram coradas com Coomassie Blue
para monitoramento densitometrico. Os valores provindos da densitometria do perfil eletroforético
total de cada amostra foram utilizados para realizar um “ajuste fino” (por normalizacao) da
quantidade de amostra a ser aplicada nas subsequentes analises, de modo a garantir a aplicacdo
de quantidades iguais de proteinas de diferentes amostras.

A normalizagdo foi feita dividindo-se o valor densitométrico total pelo volume (em
microlitros) de amostra aplicada. Adicionalmente, foram realizadas novas eletroforeses do perfil
total, aplicando-se quantidade de proteina normalizada. O controle densitométrico destas
eletroforeses demonstraram que o procedimento alcangou o objetivo.

Teste de estabilidade de proteinas

Para garantir que as proteinas das amostras (submetidas ao procedimento de preparagao
de amostra descrito) ndo estavam sofrendo protedlise, oxidagéo, agregacio ou outros processos
que pudessem comprometer a integridade das mesmas, foram realizados testes de estabilidade de
proteinas. Para tanto, amostras foram incubadas por 24 horas a 37°C, sendo posteriormente
submetidas & analises eletroforéticas do perfil total e comparadas com amostras normais (ndo
incubadas, mantidas a -20°C).

Ainda, foi realizado um ensaio para determinar o efeito de altas concentragdes de DTT na
estabilidade das proteinas. Foram preparadas amostras com DTT 0,1M (como no protocolo
padrdo) e com DTT 0,01M (concentragbes finais), sendo ambas submetidas a incubagio por 24
horas a 37°C e, posteriormente, a analises eletroforéticas do perfil total.

Teste de reprodutibilidade da preparacio de amostra

No intuito de analisar a reprodutibilidade da preparacdo de amostra, o misculo diafragma
de seis ratos diferentes foram preprarados seguindo o procedimento padrao e, depois, submetidas
a analise eletroforética do perfil total. O padrdo de bandas formadas e a quantificagdo das mesmas
servem como indices para analise da reprodutibilidade.

Determinacdo e quantificacdo de isoformas de cadeia pesada de miosina {CPM) por SDS-
PAGE de longa duracao

Este ensaio eletroforético foi feito seguindo protocolo similar ao descrito por Talmadge e
Roy, 1993, com algumas modificagbes. A preparacdo de amostra foi feita como descrito nesta
tese, sendo a eletroforese realizada em sistema SE-400 de Hoefer (CA, EUA) utilizando gel com
8% de acrilamida e 32,5% de glicerol, aplicando-se 80pg de proteina. A duracéo da corrida foi de
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26 horas, ficando o sistema mantido em camara fria (10-15°C). O gel foi corado utiizando o
corante Comassie Blue 0,05% em solucao de metanol 40% e acido acético 10%.

Nestas condi¢gbes, proteinas com menos de 100kDa sdo eluidas do gel e ocorre um efeito
de ampliacao da regiao referente as proteinas com 200kDa (CPM tem aproximadamente 200 kDa).
Isto faz com que as isoformas da CPM sejam separadas em diferentes bandas e faciimente
identificadas pois sa0 as proteinas mais abundantes desta faixa da massa molecular.

Eletroforese de duas dimensdes em gel de poliacrilamida (2D-PAGE)

Pré-tratamento das amostras envolve solubilizagdo, denaturacio e reducdo para quebrar
completamente as interagbes. O tampdc de solubilizacdo utilizado foi: Uréia 8M, 3-[3-
cholamidopropyldimethylamoniol-1-propanesuffonate (CHAPS) 4%, ditiotreitol (DTT) 0,05M e Tris-
HCI 0,04M.

A 2D-PAGE envoive uma primeira separagéo baseada no pl das proteinas (focalizagao
isoelétrica, IEF ou primeira dimensao) e uma segunda separagio baseada na mobilidade relativa
das proteinas (SDS-PAGE ou segunda dimensao). Foi seguido protocolo idéntico ao do SWISS-
2D-PAGE estando todas as condigbes detalhadamente explicadas no enderego eletrénico
hitp://www expasy.ch/ch2d/. No final, as proteinas foram reveladas por coloracdo usando prata
amoniacal (protocolo também disponivel no endereco citado).

Western blot

A técnica de "Blotting” permite que proteinas, separadas em gel de poliacrilamida, possam
ser transferidas e imobilizadas em membranas de PVDF (polivinildileno difluoreto). As bandas
transferidas s@o passiveis de analise por autoradiografia, imunodetecgao e eiuidas para analise de
aminoacidos ou sequéncia da cadeia polipeptidica (LeGendre e Matsudaira, 1988).

O tampao de transferéncia foi preparado com 2,2¢g de 3-ciclohexil- amino-1-acido
propanosulfonico (CAPS) em 900 miL de &gua, sendo titulado a pH 11 com NaOH 2N, e o volume
final completado a 1 L. com 100mL de metanol. A membrana de PVDF e o gel de poliacrilamida
foram colocados para equilibrar com tampao CAPS por 5§ minutos. O gel foi colocado sobre a
membrana em suporte plastico e a transferéncia se fez a2 400mA por 45 minutos a2 15°C em
sistema refrigerado da série TE (Hoefer, CA, EUA).

Para a imunodeteccao, a membrana foi bloqueada com tampao {pH 7,6) Tris HCI 0,02M,
NaCl 0,15M, Tween 0,05% (TBST), contendo 5% de leite em pé desnatado, por 1 hora em
agitacdo suave e, em seguida, lavada por trés vezes com TBST e incubada “ovemnight’ com
anticorpo policlonal, diluicdo 1:2000 em TBST, feito contra a proteina TrPx (“Thioredoxin
peroxidase”) de levedura ou com anticorpo monoclonal contra HSP72 (SPA-810, StressGen,
Canada), diluicdo 1:1000 em TBST. Como segundo anticorpo, foi utlizado um anticorpo “anti-
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rabbit” (para anticorpo primario do tipo policlonal) ou “anti-mouse” (para anticorpo primério do tipo
monoclonal) conjugado com fosfatase alcalina (BioRad, CA, EUA) diluido 1:2000 no tampéao TBST,
deixando-se incubar por 2h, seguido por 3 lavagens de 10 minutos com TBST.

Para a revelacéo, utilizou-se os substratos NBT, Nitroblue Tetrazolium e BCIP, 5-Bromo-4-
Chioro-3-Indolyl fosfato (ambos da Promega, W1, EUA). Para preparagédo da solucio de revelagéao,
adicionou-se 33pl de solucdo de NBT (50mg dissolvido em 1mL de 70% Dimetil Formamida) e
16,5uL de solucéo de BCIP (50mg dissoivido em 1 mL de 100% Dimetil Formamida) em tampao
Tris-HCI 0,1M pH 9.5 contendo NaCl 0,1M e MgC! 5mM.

Analises Densitomeétricas

Anédlises densitométricas foram feitas utlizando “Sharp-Scanner” para aquisicéo de imagem
e programa ImageMaster 1D Elfite (Amershan Pharmacia, Uppsala, Suécia) para analise e
processamento de dados. As analises foram utilizadas para:

- Teste da reprodutibilidade da preparacéo da amostra:

- Normalizacao da quantidade de proteina;

- Quantificacdoe dos “Westemn blots”.

Analises estatisticas

Todos os resultados estio expressos como média + desvio padrao. As analises estatisticas
foram feitas utilizando o programa “Statistica for Windows”, versdo 4.3 (Statsoft, Inc. 1983).
Valores de probabilidade (P) < 0.05 foram considerados significantes.
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RESULTADOS
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PARTE I Ajustes metodoldgicos

Preparagao das amostras

Como comprovado pelo monitoramento eletroforético do perfil total de proteinas (Figura 5),
a preparacdo das amostras seguindo o protocolo descritc em Materiais e Métodos (amostras
contendo DTT 0,1M) resultou em significante estabilidade as proteinas. Mesmo apds uma
incubacio de 24 horas a 37°C, o padrido de bandas do perfil total manteve-se inalterado. Porém,
se a concentracdo de DTT final na amostra era reduzida para 0,01M, nota-se que o padrdo de
bandas do perfil total era alterado apdés a incubagdo por 24 horas a 37°C. Muitas bandas
desapareciam ou diminuiam de intensidade, mostrando que alteragdo de proteinas estava
ocorrendo. Para este ensaio utilizou-se preparacdes do musculo séleo.

Para analise da reprodutibiidade da preparagdo da amostra utilizou-se o muscuio
diafragma de seis ratos diferentes (Figura 6}, separadamente preparados. Por anélise visual, nota-
se que o padrdo de bandas do perfil eletroforético total dos seis musculos & bastante similar,

indicando que a preparacdo de amostra foi reprodutivel. A reprodutibilidade foi, ainda, confirmada
por analises densitométricas (dado ndo mostrado).
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DIT0,1M DTT 0,01M
Oh 24h Oh 24h
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FIGURA 5: Andlise da estabilidade de proteinas por monitoramento eletroforético (SDS-PAGE 12,5%) do
perfil fotal de proteinas do musculo sdleo. A estabilidade das proteinas musculares utilizando-se o protocolo
mostrado em Materiais e Métodos (amostras com DTT 0,1M) é mantida mesmo apds incubacio da amostra
por 24 horas a 37°C, porém, é comprometida quando a concentragdo de DTT é reduzida para 0,01M, como
pode ser observado pelo efeito de diminuicdo do tamanho e intensidade das bandas. 24h = amostras
incubadas por 24 horas a 37°C ap6s preparacéo; Oh = amostras congeladas apos preparagio.
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PARTE il: Caracterizacao dos musculos

Determinacdo e quantificacdo de isoformas de cadeia pesada de miosina (CPM)

0Os musculos em estudo foram classificados quanio ac tipo de fibra muscular. O misculo
soleo apresentou maior porcentagem de CPM |, seguido pelo diafragma, extensor digital longo e,
por Ultimo, o semitendinoso. Este Ultimo contém apenas CPM Ilb, sendo um musculo
essencialmenie glicalitico. Por outro lado, o musculo séleo, por apresentar mais CPM |, pode ser
considerado o mais oxidativo dos musculos em questio. Os dados estdo mostrados na Tabela Il e
Figura 7.

TABELA 3: isoformas de CPM predominantes em cada misculo estudado e a respectiva capacidade
oxidativa relativa. Os dados sao baseados na figura 7.

MUSCULO CPM PREDOMINANTE CAPACIDADE OXIDATIVA
SOLEO Tipo | ALTA
DIAFRAGMA Tipoila MEDIA/ALTA
EDL Tipo Ha/lixlib MEDIA/BAIXA
SEMITENDINOSO Tipo llb BAIXA
SOL DIA EDL ST
Hafiix ~—.__ [
179
i
CPMI 96% 15% 2% 0%
CPM lix/lla 4% 77% 46% 0%
CPM lib 0% 8% 52%

100%

AUMENTO DA CAPACIDADE OXIDATIVA (MAIS CPM D)
4

FIGURA 7: Separacéo e quantificacio das isoformas de cadeia pesada de miosina (CPM) de musculos
esqueléticos de rato controle por SDS-PAGE 8% com glicerol 37% (26 horas de corrida). S8o mostradas as
bandas das isoformas de CPM presentes ern cada mdsculo e as respectivas porcentagens de cada
isoforma, determinadas por andlises densitométricas. Quanto maior a porcentagem de CPM {, maior a
capacidade oxidativa do musculo. SOL.: sdleo, DIA: diafragma, EDL: extensor digital fongo, ST:

semitendinoso.
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FIGURA 6: Teste de reprodutibilidade da preparacdo de amostra por monitoramento eletroforético (SDS-
PAGE 12,5%) do perfil total de proteinas do musculo diafragama de seis ratos diferentes, separadamente
preparados seguindo o protocolo descrito em Materiais e Métodos. O padrio de bandas do perfil
eletroforetico das proteinas totais das seis distintas amostras é bastante similar, o que comprova a
reprodutibilidade da preparacao da amostra.
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Perfil Total

A Figura 8 mostra o perfil eletroforético total de proteinas dos misculos em questio. Os
musculos estdo na ordem de maior para menor capacidade oxidativa: séleo, diafragma, extensor
digital longo e semitendinoso; como determinada pelo método de determinacéo e quantificacdo de
isoformas de CPM por eletroforese SDS-PAGE de longa duragao (Figura 7). E possivel observar
qgue muitas bandas diminuem ou aumentam de tamanho nos diferentes musculos seguindo esta
ordem. Por exemplo, uma proteina expressa um baixos niveis no mulsculo sdleo, passa a
apresentar niveis de express@o cada vez maiores nos outros misculos 2 medida que a
capacidade oxidativa muscular diminui, o contrario também ocorrendo. As isoformas de CPM nao
sdo separadas em diferentes bandas nestas condigdes eletroforéticas.

PM SOL DIA EDL ST
: Gl | CPM (200kDa)

94kDa - : p-=m

_ oy
67kDa
45kDa —
30kDa
20.1kDa
14.4kDa

FIGURA 8: Perfil eletroforético (SDS-PAGE 12,5%) total de protefnas de misculos esqueléticos de rato
controle. Os misculos estdo em ordem decrescente em relagio & maior capacidade oxidativa e as setas
vermethas indicam as bandas que diminuem ou aumentam seguindo esta ordem. CPM indica a banda
correspondente as isoformas de CPM, que, nestas condigdes eletroforéticas, ndo sdo separadas em
diferentes bandas. PM: padréo de massa molecular: SOL: séleo, DIA: diafragma, EDL: extensor digital longo,
ST: semitendinoso.
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Tioredoxina peroxidase

TrPx (tioredoxina peroxidase), uma enzima antioxidante com atividade peroxidasica
dependente de tiol, foi detectada nos musculos em questio por Western biot utilizando anticorpo
policlonal feito contra TrPx de levedura. A Figura 9 mostra que quanto maior a quantidade de CPM
I no misculo (segundo dados da Figura 7), maior é a quantidade de TrPx presente.

A SOL (1) 1A (2) EDL (3)

ST (4)

FIGURA 9: (A) Western blot para deteccdo de TrPx
em masculos esqueléticos de rato controle. 160ug de
proteina de cada musculo foi aplicado para a
separacdo por SDS-PAGE 12,5%, transferéncia para
membrana de PVDF e posterior deteccdo utilizando
anticorpo policlonal feito cordra TrPx de levedura.
SOL: sdleo, DIA: diafragma, EDL: extensor digital
longo, ST: semitendinoso. (B) Quantificagso
densitomeétrica. O valor encontrado para a quantidade
de TrPx em soleo foi considerade 100%. Os
resuitados s&c representativos de 3 experimentos.

Lare number
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Detecgido de HSP72

A Figura 10 mostra deteccdo da HSP72 por Westemn blot e quantificacdo da mesma por
densitometria. A HSP72 esta mais presente em musculos com mais CPM |, com excecéo
ocorrendo no musculo diafragma, que apresentou niveis comparaveis aos encontrados no musculo

semitendinoso, musculo com menor quantidade de CPM | dos misculos em questio.

A HSP72 SOL(1) DIA(2) EDL(3) ST(@)

B 180

FIGURA 10: (A) Western blot para detecgdo de

HSP72 em musculos esquelélicos de rato controle. "

160ug de proteina de cada musculo foi aplicado para "

a separacdo por SDS-PAGE 12,5%, transferéncia

(%)
para membrana de PVDF e posterior deteccéo gﬁﬂ
utilizando anticorpo  monoclonal  especifico  para § ®
HSP72. SOL: séleo, DIA: diafragma, EDL: extensor «
digital longo, ST. semitendinoso. (B) Quantificacio 3
densitométrica. O valor encontrado para a quantidade %
de HSP72 em sbleo foi considerado 100%. Os 10

resuftados sao representativos de 3 experimentos.
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Identificacao da HSP73, HSP72 e HSP60 em eletroforese 2D-PAGE do misculo séleo

A Figura 11 mostra eletroforese de duas dimensdes em gel de poliacritamida de proteinas
totais do musculo soleo de rato controle corado pela coloracdo de prata. Da esquerda para a
direita ha um aumento do pl, j& de baixo para cima a massa molecular aumenta. Os pontos
referentes as HSPs 73, 72 e 60 estio mostrados na Figura 12 (ampliacéo de parte da Figura 11).

70kDa

60kDa

pHS pH 6

FIGURA 11: Eletroforese de duas dimensdes em gel de poliacritamida de proteinas totais do masculo sdleo
de rato controle. A primeira dimensdo foi feita em gradiente nao linear de pH 3 a pH 10, ja a segunda
dimensao foi feita em SDS-PAGE com gradiente de concentraco de acrilamida de 8 2 18%. O gel foi corado
pela coloracdo de prata. Da esquerda para a direita ha um aumento do p! e de baixo para cima a massa
molecular aumenta. O quadrado pontilhado indica a localizagdo do gel gue foi ampliado na figura 13 e que
contém os pontos referentes as HSPs 72, 73 e 60.
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Os pontos correspondentes a HEP72, HSP73 e HSP60 puderam ser identificados (Figura
12) por comparacao com os pontos destas HSPs presentes e ja identificadas nas 2D-PAGESs de
figado e rim (Witzmann et al., 1995). Segundo dado do banco de dados Swiss-Prot, a isoforma
menos acida da HSP73 tem aproximadamente 70871Da e pl=5.37, da HSP80 tem
aproximadamente 57935Da e pl=5.35 e da HSP72 tem aproximadamente 70176Da e pl=5.53. A
HSP73 e a HSP60 formam padrao tipico que facilita a identificacdo. O padrdo se da pela presenca
de trés pontos (isoformas) de cada proteina, que ocorre devido a fosforilagctes. Quando a proteina
& fosforilada, seu pl se torna mais acido. A HSP72 também apresenta esta caracteristica
{(Hemando & Manso, 1997), mas ndo foi possivel visualizar dois dos trés “spots” correspondentes
por estarem em menor gquantidade.
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FIGURA 12: Ampliacao (500%) da area demarcada na Figura 11, mostrando os pontos referentes a
HSP72, HSP73 e HSPS0. Os pontos foram identificados por comparacdo com os pontos destas HSPs
presentes e ja identificadas nas 2D-PAGEs de figado e rim (Witzmann et al., 1995). Segundo dado do banco
de dados Swiss-Prot, a isoforma menos acida da HSP73 tem aproximadamente 70871Da e pl=5.37, da
HSPG0 tem aproximadamente 57935Da e pi=5.35 e da HSP72 tem aproximadamente 70176Da e pl=5.53.
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PARTE llIl: EFEITO DOS TREINAMENTOS CONTINUO E INTERMITENTE
E DE EXERCICIO INTENSO NA QUANTIDADE DE HSP72 NOS
MUSCULOS SOLEO E SEMITENDINOSO

Efeito dos treinamentos

O aumento dos niveis de HSPs em musculos esqueléticos de ratos sedentarios apés
exercicio intenso ja é conhecido (Skdimore, 1995; Hernando e Manso, 1997), porém n3o ha
informac&o sobre o efeito do treinamento fisico na quantidade de HSPs.

A Figura 13 mostra que o treinamento continuo resultou numa diminui¢ado significativa dos
niveis de HSP72 no séleo. Misculos séieos de ratos submetidos ao treinamento do tipo continuc
apresentaram nivel de HSP72, em média, 30% menor do que o encontrado em musculos soleos
de ratos controle. Néo foi verificada diferenca significativa no nivel de expressdo da HSP72 do
musculo soleo de ratos submetidos ao treinamento do tipo intermitente em relagéo ao grupo
controle, porem, a média se mostrou 15% maior. Entre ratos treinados peio protocolo continuo e
intermitente, houve diferenca significativa dos niveis de expressdo de HSP72 do muscuio séleo,
sendo que ratos treinados pelo protocolo intermitente apresentaram, em média, nivel 64% maior
do que ratos treinados pelo protocolo continuo.

Na Figura 14 é possivel observar que, no misculo semitendinoso, esse perfil se alterou.
Houve reducdo significativa de 50%, em relagdo ao controle, dos niveis de HSP72 apés
treinamento intermitente. Apéds treinamento continuo, a média dos niveis de HSP72 no misculo
semitendinoso ndo foi significativamente diferente das médias dos niveis encontrados em ratos
controle e em ratos submetidos ao treinamento intermitente.
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Efeito dos treinamentos na
qguantidade de HSP72 no misculo
soOleo de rato
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FIGURA 13: Quantidade de HSP72 no misculo séleo de ratos dos grupos controle (Co), treinado continuo
(TC) e treinado intermitente (T1). A média da quantidade de HSP72 dos musculos dos ratos controle foi
considerado 100%. Os misculos foram retirados para andlise pelo menos 48 horas apés a Gltima sess#o de
exercicio do treinamento. Resultados sdo média + desvio padriio (N=3). * p<0.05 comparado com controle. #
p<0.05 cormparado com TC.
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Efeito dos treinamentos na
quantidade de HSP72 no misculo
semitendinoso de rato
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FIGURA 14: Quantidade de HSP72 no musculo semitendinoso de ratos dos grupos controle (Co), treinado
continuo (TC) e treinado intermitente (T1). A média da quantidade de HSP72 dos misculos dos ratos
controle foi considerado 100%. Os muisculos foram refirados para andlise pelo menos 48 horas ap6s a Gltima
sesséo de exercicio do treinamento. Resultados s&o média + desvio padriio (N=3). * p<0.05 comparado com

conirole.



Efeito de exercicio intenso

Os ratos de cada grupo (Co, TC e TI) foram submetidos ao protocolo de exercicio intenso
descrito em Materiais e Métodos. Para se analisar o efeito deste protocolo na resposta ao
estresse, os musculos foram retirados para as analises 2 horas apés o final do protocolo, quando
se daria o pico de producdo de HSP72 (segundo Hernando e Manso, 1997).

Os resultados (Figuras 15 e 16) demonstram que aumento dos niveis de HSP72 ap6s o
protocolo de exercicio intenso ocorreu apenas em ratos sedentarios. Nao houve aumento de
HSP72 (nem no sbleo, nem no semitendinoso) em ratos treinados tanto pelo protocolo de
treinamento intermitente como pelo continuo.

Em ratos sedentarios (controle), o aumento dos niveis de expressdao da HSP72 apés
exercicio intenso foi, em media, de 60% no musculo sdleo e de 200% no musculo semitendinoso.

Apoés o protocolo de exercicio intenso, a média dos niveis de HSP72 dos musculos soleo e
semitendinoso de ratos treinados se mostrou menor em relacdo a média dos niveis dos ratos nio
submetidos ao protocolo. Porém, estas redugdes nio foram significativas.
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Efeito do protocolo de execicio intenso na quantidade de
HSP72 do mdsculo séleo

Co Coex TC TCex Ti Tlex

FIGURA 15: Efeito do protocolo de exercicio intenso (ex) na quantidade de HSP72 no musculo séleo de
ratos dos grupos controle (Co), treinado continuo (TC) e treinado intermitente (T1). A média da quantidade de
HSP72 dos musculos das ratos controle foi considerado 100%. Os musculos foram retirados para analise
por Western blot pelo menos 48 horas apos a ultima sesséo de exercicio do treinamento no caso de ratos
ndo submetidos ao protocolo de exercicio intenso e exatamente 2 horas apos o final do protocolo de
exercicio intenso no caso de ratos submetidos ao protocolo descrito. Resultados sdo média + desvio padrdo
(N=3). * p<0.05 comparado com controle. # p<0.05 comparado com TC,
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Efeito do protocelo de exercicio intenso na quantidade de
HSP72 do misculo semitendinoso
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FIGURA 18: Efeito do protocolo de exercicio intenso (ex) na quantidade de HSP72 no musculo
semitendinoso de ratos dos grupos controle (Co), treinado continuo (TC) e treinado intermitente (T1). A
média da quantidade de HSP72 dos musculos dos ratos controle foi considerado 100%. Os musculos foram
retirados para analise por Western blot pelo menos 48 horas ap6s a Gitima sessdo de exercicio do
treinamento no caso de ratos néo submetidos ac protocolo de exercicio intenso e exatamente 2 horas apés
o final do protocolo de exercicio intenso no caso de ratos submetidos ao protocolo descrito. Resultados sdo
media + desvio padrao (N=3). * p<0.05 comparado com controle. # p<0.05 comparado com TC.
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ANEXO: Outros resultados do grupo de trabalho

Todas as analises mostradas nesta parte foram feitas em muasculos séleos provindos dos
mesmos ratos analisados para HSP72. Da mesma forma que as anadlises da HSP72, os misculos
foram retirados para andlise pelo menos 48 horas apos a (ltima sessdo de exercicio do
treinamento no caso de ratos ndo submetidos ao protocolo de exercicio intenso e exatamente 2
horas apés o final do protocolo de exercicio infenso no caso de ratos submetidos a este gltimo
pratocolo.

Efeito dos treinamentos na atividade das enzimas citrato sintase (sistemas oxidativo},
glutationa redutase e catalase (sistema de defesa antioxidante) do miisculo séieo

Na Tabela 4 & possivel observar que ambos os treinamentos promoveram aumenios
significativos das atividades das enzimas citrato sintase (CS), catalase (CAT) e glutationa redutase
(GR) do musculo soleo. O aumento da atividade da CS indica aumento da capacidade oxidativa e
aumentos da atividade da catalase e da glutationa redutase indicam aumentos na defesa
antioxidante exercida por estas enzimas.

Quando comparado ao treinamento continuo, o treinamento intermitente resuliou ern maior
aumento da atividade da CS, porém, em menor aumento na atividade das enzimas CAT e GR.

Efeito de exercicio intenso na atividade das enzimas citrato sintase (sistemas oxidativo),
glutationa redutase e catalase (sistema de defesa antioxidante) do misculo séieo

Ainda na Tabela 4, & possivel notar que, em ratos sedentérios, o protocolo de exercicio
intenso gerou redugdo significativa da atividade das enzimas catalase e glutationa redutase
musculares. Isto n&o ocorreu, ap6s o exercicio intenso, em ratos treinados. N&c ocorreu
diminui¢&o significativa da atividade da citrato sintase do musculo séleo de ratos sedentarios nem
de ratos treinados apos exercicio intenso.
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TABELA 4: Efeito dos protocolos de treinamenito intermitente (T1) e continuo (TC) e do protocolc de
exercicio intenso {ex) na atividade das enzimas citrato sintase, catalase e glutationa redutase do musculo
soleo de ratos. Os musculos foram retirados para as analises pelo menos 48 horas apos a Gltima sesséo de
axercicio do treinamento no caso de ratos ndo submetidos ao protocolo de exercicio intenso e exatamente 2
horas apos o final do protocolo de exercicio intenso no caso de ratos submetidos a este protocolo. Todas as
analises mostradas foram feitas em miusculos sbleos esquerdos provindos dos mesmos ratos (N=3)
analisados para HSP72. dp: desvio padrdo. * significantemente diferente do controle (p<0.05). #
significantemente diferente de TC (p<0.05). Os dados s&o de Claudio Cesar Zoppi.

Citrato sintase Catalase Glutationa redutase

{Ul/img de muscuio) {Ul/mg de msculo) {(Ul/mg de masculo)

GRUPO meédia dp média dp média dp
m

Sedentario 0,026 0,005 0,10 0,010 6,053 0,005
Sedentario (Ex) 0,033 0,005 0,65* 0,010 0.016* 0,011
Treinado continuo 0,140* 0,026 0,65* 0,043 0,233* 0,015
Treinado continuo {(Ex) 0,130* 0,020 0,68 0,038 0,22¢" 0.010
Treinado Intermitente 0,206 | 0,015 0,53* 0,049 0,123** 0,011
Treinado Intermitente (Ex) | 0,193 0,015 0,51 0,034 0,146 0.005
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Foram calculadas as razdes da atividade da CS dividida pela atividade da GR ou CAT do
masculo séleo. Quanto maior esta razdo, maior seria o efeito deletéric das EROs, pois
demonstraria uma maior capacidade de produgdo de EROs para uma menor capacidade
antioxidante. A comparagéo dos dados destas razbes (CS/CAT e CS/GR) aos da expressio da
HSP72 sdo mostrados na Figura 17.

Podemos observar que em ratos sedentarios submetidos ao protocolo de exercicio intenso,
a raz&o apresenta-se 4 vezes maior. Isto ocorre, principalmente, pela diminuicdo significativa nos
niveis de atividade das enzimas CAT e GR. Em ratos treinados pelo protocolo continuo, ocorreu
decréscimo da razdo em relagdo aos ratos controles devido ao grande aumento da atividade das
enzimas CAT e GR. Ja em ratos treinados pelo protocolo intermitente, ocorreu grande aumento da
atividade da citrato sintase e pequena elevacgio da atividade das enzimas de defesa antioxidante
quando comparado as elevagdes nos ratos submetidos ao freinamento continuo. E possivel
observar que isto resultou em aumento do valor de razio utilizada.

De forma geral, & nitido o paralelismo dos valores desta razio com a quantidade de
HSP72. Quanto maior o valor da razdo, maior era a quantidade de HSP72 presente no muscuio
sbleo.

interconversao de isoformas da cadeia pesada de miosina no miasculo sdleo

Apos os dois protocolos de treinamento utilizades, ndo foi detectada interconversio de
isoformas de cadeia pesada de miosina nos mUsculos estudados (Guitherme A. P. Oliveira —
Tese de mestrado).
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FIGURA 17: Legenda na pagina 51,
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Figura 17 (pagina anterior): Correlag3o entre os niveis de expressdo de HSP72 ¢ as razées CS/GR:
atividade da citrato sintase (CS) dividida pela atividade da glutationa redutase (GR); & CSICAT: atividade da
CS dividida pela atividade da catalase (CAT). Os dados sio referentes ao musculo séleo de ratos dos
grupos controle (Co), treinado continuo (TC) e treinado intermitente (T1) e dos mesmos submetidos ao
protocolo de exercicio intenso (ex). A média da quantidade de HSP72 dos misculos dos ratos controle foi
considerado 100%. Os misculos foram retirados para analise pelo menos 48 horas ap6s a Gltima sessdo de
exercicio do treinamento no caso de ratos ndo submetidos ao protocolo de exercicio intenso, e exatamente 2
horas apos o final do protocoio de exercicio intenso no caso de ratos submetidos ao protocolo descrito.
Resultados s&o media + desvio padréo (N=3). * p<0.05 comparado com controle. # p<0.05 comparado com
TC. Os resultados utilizados para o célculo das razdes foram de Claudio Cesar Zoppi.
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PARTE I: Ajustes mefodoibégicos

AlteracOes em proteinas e falta de reprodutibilidade da preparagdo poderiam resuttar em
futuras guantificacdes incorretas, o que poderia comprometer as analises. Logo, era de suma
importancia que o método de preparagéo de amostra fosse o mais reprodutivel possivel e
conferisse 0 maximo de estabilidade as proteinas. Isto foi alcangado pelo protocolo de preparagéo
de amostra desenvolvido e utilizado neste trabalho.

Ficou claro que a inclusdo de DTT na concentragio de 0,1M & fator importante para
promover estabilidade das proteinas nas amostras. E bem provavel que, nesta concentragéo, o
DTT promova maior desnaturacio das proteinas, o que inibiria a atividade residual de enzimas
proteoiiticas e, consequentemente, a protedlise. Quando utilizado DTT 0,01M, é possivel gue
atividade residual de enzimas proteoliticas ainda estaria presente, resultando na degradacao de
proteinas e no efeito de diminuicdo de bandas do perfil eletroforetico.

De fato, tem sido sugerido que a combinagac de 2-mercaptoetanol (agente redutor que
promove efeito similar ac DTT) com SDS seja eficiente para conferir estabilidade a proteinas em
extratos biologicos brutos, possibilitando o armazenamento das amostras por longos periodos (ate
anos) a -20°C (Gersten, 1996). A grande desvantagem & que n&o & possivel realizar varios
ensaios de afividade enzimatica, uma vez que muitas enzimas podem perder irreversivelmente sua
atividade pela acao do DTT com o SDS.

Uma vez que o objetivo é reaiizar analises guantitativas de proteinas com o maximo de
preciséo possivel, outro cuidado que deve ser tomado para evitar modificagéo de proteinas € o de
aliquotar as amosiras e utilizar cada aliquota apenas uma vez, de modo que sejam submetidas a
apenas um ciclo de congelamento e descongelamento. Varios ciclos de congelamento e
descongelamento podem causar alteragbes as proteinas (dado n&o mostrado).

A preparacdo das amostras de musculc se mostrou compativel com a técnica de
determinacao e quantificacéo de isoformas de cadeia pesada de miosina por eletroforese de ionga
duracéao e com a detecgdo de proteinas de estresse. Desta forma, ambas anélises puderam ser
feitas a partir das mesmas amostras, resultando numa significativa redugéo de trabalho e material.
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PARTE li: Caracterizacdo dos misculos

A determinacdo e quantificagio de isoformas de cadeia pesada de miosina (CPM)
possibilitou que os musculos fossem caracterizados quanto a capacidade oxidativa. A CPM | é a
isoforma que hidroliza ATP mais lenta e eficientemente e sua presenca é proporcional a
capacidade oxidativa das fibras (Goldspink, 1996). Quando os musculos de ratos controle sdo
colocados sequencialmente de mais para menos oxidativos (como € mostrado na Figura 7),
visualiza-se pelo perfil total que varias proteinas passam a aumentar ou diminuir de quantidade a
medida que a capacidade oxidativa do muscuio aumenta ou diminui, respectivamente (Figura 8). E
um exemplo bem ilustrativo dos véarios graus adaptativos de cada musculo, onde o principal fator
determinante para a regulacdo da express@o de muitas proteinas parece ser modulada pela
capacidade oxidativa. A expressdo de cada proteina pode ser aumentada ou diminuida, o que
resultaria em propriedades musculares distintas, como contracio rapida ou lenta (Snoj-Cvetko et
al., 1996).

TrPx (tioredoxina peroxidase), uma enzima antioxidante com atividade peroxidasica
dependente de tiol que limita a agdo de EROs, ja foi estudada em alguns sistemas como levedura
e celulas de mamiferos (Chae e Rhee, 1994). Informacdes sobre sua presenga em musculos
esqueléticos & limitada aos trabalhos de Kim et al., 1989 e Ichimiya et al., 1997, gue mostraram
que ela esta presente em musculo esquelético de rato. Os presentes resultados mostram que esta
enzima antioxidante foi detectada nos musculos séleo, diafragma, extensor digital longo e
semitendinoso, apresentando-se em quantidade proporcional a porcentagem de CPM | do
musculo, isto €, em maiores quantidades nos muscuios mais oxidativos, o que é consistente com o
fato desta enzima atuar na defesa antioxidante. Ichimiya et al., 1997, propée que a expressao
desta proteina & especialmente alta em tecidos que metabolizam oxigénio em altos niveis, o que
esta de acordo com os presentes resultados. O fato de ter sido utilizado anticompo feito contra TrPx
de levedura reveia uma grande conservag&o desta proteina durante a evolugao, indicio que aponta
para a importancia desta enzima. S&o necesséarios melhores estudos sobre sua atividade e
regulagéo para se saber sua real import&ncia no musculo esquelético.

No gue se refere a HSP72, ja foi sugerido que musculos (de ratos nao estressados) com
maiores porcentagens de fibras tipo | apresentam maiores quantidades de HSP72 (Locke et al.,
1991). Nos quatro muasculos estudados, esta regra parece s6 nao ser verdade para o diafragma,
gque apreseniou menores quantidades. A maior guantidade de HSP72 em musculos mais
oxidativos reforga a hipdtese da importancia da HSP72 na defesa antioxidante.

Utilizando a técnica de eletroforese de duas dimensdes em gel de poliacrilamida (2D-
PAGE) foi possivel identificar os pontos referentes as HSPs 73, 72 e 60. Notadamente, a HSP72 &
a que se encontra em menor quantidade. isto a torna interessante candidata a biomarcador, uma
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vez que estando em pouca guantidade as variagfes nos niveis de expressdo {resultantes de, por
exemplo, respostas aos estresses) poderiam ser mais facilmente detectadas pelas técnicas usuais.
Quando uma proteina esta presente em grande quantidade, a porcentagem de variago resuitante
da expressao génica induzida pode ser muito baixa e, assim, n&o detectada por muitos métodos.
Por exempio, quando a expressdo de uma proteina, normalmente presente em numero de 100
copias por célula, € induzida pela sintese de 5 copias, a variagio do nivel é de 5%. Porém, se
ocorrer a expressédo de 5 copias de uma proteina normalmente presente em nimero de 10 cdpias
por célula, a variagéo do nivel e de 50%.

Adicionaimente, os fatos do “turnover” desta proteina ser muito rapido (o que faz com que
ela ndo se acumule) e dela ser, reconhecidamente, a HSP mais fortemente induzida em resposta a

varios estresses (Welch, 1992), sdo outros indicadores da utilidade desta proteina como
biomarcador.
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PARTE lll: EFEITO DOS TREINAMENTOS CONTINUO E INTERMITENTE
E DE EXERCICIO INTENSO NA QUANTIDADE DE HSP72 NOS
MUSCULOS SOLEO E SEMITENDINOSO

Efeito dos treinamentos

Decréscimo significativo de HSP72 ocorreu no musculo séleo apés treinamento continuo e
no misculo semitendinoso apés treinamento intermitente. £ de se esperar que um masculo
oxidativo (sleo), contendo mais CPM | e, portanto, a caracteristica de hidrolisar ATP mais lenta e
eficientemente por iongos periodos, seja mais adaptado para realizar exercicio do tipo continuo, de
menor intensidade e maior duragdo. Um musculo glicolitico (semitendinoso), contendo mais CPM
lib, com a caracteristica de hidrolisar ATP rapidamente por pouco tempo, ja estaria mais adaptado
para realizar um exercicio intermitente, de raior intensidade e menor duracio.

Parece ébvio o fato do nivel de estresse a que um muisculo estd sende submetido ser
relacionado ao estado adaptativo do musculo e ao tipo de exercicio realizado. Desta forma, os
presentes dados reforcam a interpretacdo de que a quantidade de HSP72 é proporcional ao nivel
de estresse. No caso do treinamento do tipo continuo, 0 musculo séleo estaria mais adaptado ao
exercicio sendo realizado e, consequentemente, sofreria um nivel de estresse menor e exibiria
menor quantidade de HSP72 do que ¢ semitendinoso, masculo menos adaptado ao treinamento
continuo e, assim, sofrendo maior estresse. O fato oposto detectado no treinamento intermitente,
mostraria que o masculo semitendinoso estaria sofrendo menor estresse do que o mdsculo soleo
neste tipo de treinamento. Misculos sofrendo maior nivel de estresse necessitariam maiores niveis
de HSP72 para prover maior protecdo adicional.

A analise das atividades da citrato sintase (CS), catalase (CAT) e glutationa redutase (GR),
realizada no musculo so6leo, fornece interessantes embasamentos para esta discussao. A atividade
da CAT e GR aumentou mais apds treinamento continuo do que apés treinamento intermitente.
Concomitantemente, a atividade da CS aumentou mais apés treinamento intermitente do que apos
treinamento continuo. Com isso, a razdo CS/GR e CS/CAT no musculo soleo ficou relativamente
baixa apés treinamento continuo e alta apds treinamento intermitente.

A idéia de que gquanto maior esta razdo, maior seria o efeito deletério das EROs, DOoIs
demonstraria uma maior capacidade de producdo de EROs para uma menor capacidade
antioxidante, reforca a sugestdo de que o musculo sdleo estaria apresentando maiores niveis de
estresse oxidativo ap6s treinamento intermitente e, assim, requerendo mais HSP72 para combater
os efeitos deletérios das EROs as proteinas.

Estes resultados demonstram pela primeira vez que o estimulo do treinamento de exercicio
fisico pode alterar niveis de HSP72 no musculo esquelético e que esta alteracio é dependente do
tipo do treinamento e do estado adaptativo do musculo.
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Efeito de exercicio intenso

A finalidade da utilizagdo do mesmo protocolo de exercicio intenso tanto para ratos
treinados como para ratos controie {sedentarios) fol a de analisar como os diferentes grupos
responderiam ao mesmo estimulo. O impacto em ratos sedentarios foi muito mais estressante do
que em ratos treinados. Isto pode ser visuaimente constatado ao final do protocolo, quando ratos
sedentarios nao aguentavam mais correr (uma situagio tipica de exaustao) e ratos treinados ainda
se mostravam dispostos a continuar correndo. Submetendo todos os grupes ac mesmo estimulo,
foi possivel avaliar isoladamente ¢ efeito das adaptacbes ao treinamento nas respostas dos
musculos ao protocolo descrito. Varios trabathos (analisando outros marcadores) tém utilizado
protocolos diferentes para animais sedentarios e treinados no ambito de levar os ratos de todos os
grupos a exaustdo. Isto nao permite isolar o fator “treinamento” para comparacéo das respostas ao
exercicio, pois o protocolo de exercicio é diferente para cada grupo.

Aumento dos niveis de HSP72 apds protocolo de exercicio intensc ocorreu apenas em
ratos sedentarios. Nao houve aumento de HSP72 (nem no séleo, nem no semitendinosec) nos ratos
freinados, independentemente do tipo de treinamento feito. Como o treinamento foi ¢ Gnico fator
diferencial entre 0 grupo confrole e os grupos treinados, & possivel afimar que as adaptacdes
resultantes dos ireinamentos foram responsaveis pelo ndo aumento da HSP72 e por fomar o
musculo mais capacitado a resistir ao estresse imposto pelo exercicio. Esta parece ser uma
situacdo tipica de atenuacao, onde um estimulo que resulfou em aumentos dos niveis de HSP72
em musculos de sedentarios passou a nd¢ mais resultar neste efeito em musculos treinados,
mostrando que algum processo adaptativo deve ter ocorrido.

C aumento da quantidade de HSP72 observado no musculo séleo de ratos sedentarios
ap6s exercicio intenso esta de acordo com os resultados obtidos por Hernando e Manso (1997).
Quanto ao semitendinoso, ndo ha informacdes da literatura para comparacgdes.

Novamente, os resuitados das analises das atividades das enzimas CS, CAT e GR
fornecem importantes subsidios para a discussdo. As adaptacbes de aumento dos niveis de
atividade das enzimas antioxidante CAT e GR no musculo séleo de ratos treinados poderiam
expiicar a auséncia de aumento da HSP72 apés exercicio intenso. Essig e Nosek (1997) sugeriram
que dado o potencial das EROs de danificar proteinas intracelulares durante contragbes
muscuiares, a capacidade do sistema de defesa antioxidante pré-exisiente poderia ser
compiementada pela sintese de HSPs. No presente caso, isto parece acontecer em ratos
sedentarios, porém, em ratos treinados, a capacidade do sistema de defesa antioxidante pre-
existente estaria tao alta que o ataque oxidativo das EROs estaria sendo combatido com eficacia
e, assim, a agao das HSPs n&o seria necessario.
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Estresse oxidativo e HSP72

Danos intracelulares induzidos por EROs tém sido sugerido como agente causador da
fadiga muscular e lesao apos exercicio (Davies et al., 1982; Sen, 1995; Essig e Nosek, 1997). E
interessante notar que somente ratos sedentarios submetidos ao protocolo de exercicio intenso
apresentaram diminuicdo significativa da atividade das enzimas CAT e GR musculares. E possivel
que este decréscimo de atividade seja resuitado de ataque oxidativo.

Sabe-se que oxidantes como o radical hidroxila e o radical peroxil podem fragmentar e
realizar “cross-link” de proteinas. Proteinas oxidativamente modificadas sdo seletivamente
degradadas por proteassomos (Stadtman, 1992). Componentes de proteinas, como metionina,
triptofano, histidina e residuos sulfidrilas, que sio criticos para a fungio de proteinas, sio
altamente sensiveis ao dano oxidativo (Sen, 1995). E nitido, entdo, que o ataque de EROs pode
inativar e degradar enzimas, o que poderia resultar no efeito observado de abaixamento da
atividade das enzimas CAT e GR. Porém, relavante dano oxidativo realmente ocorre no musculo
de ratos sedentarios apos exercicio intenso?

Experimentos evidenciando que musculos de ratos sedentarios submetidos a exercicio
intenso sofrem importantes danos oxidativos tém se baseado, principalmente, na analise de
peroxidacao lipidica. Tem sido observado aumento de TBARS (marcador de peroxidacao lipidica)
em musculos esqueleticos de ratos sedentarios apés exercicio exaustivo e, ainda, que o
treinamento & resisténcia diminui a suscetibilidade do misculo a peroxidaggo lipidica (revisado por
Sjodin et al., 1990). Apesar de ser um assunto importante, a oxidacio de proteinas induzida por
exercicio tém sido muito pouco estudada. Somente em 1992, Reznick et al. reportaram a primeira
evidéncia de que exercicio exaustivo aumenta oxidagdo de proteinas de muscuio esquelético de
rato. Qutra evidéncia de estresse oxidativo apés exercicio & o observado aumento de glutationa
reduzida (Ji et al., 1992).

E interessante o fato de que os trabalhos que analisaram as atividades de enzimas
antioxidantes musculares utilizando o modelo de exercicio fisico ndc constataram decréscimo da
atividade, diferentemente dos resultados aqui apresentados. No trabalho de Ji et al. (1993), foram
analisadas as atividades das mesmas enzimas GR e CAT, além da glutationa peroxidase e
superéxido dismutase, em musculos de ratos e néo foi detectada reducdo. Porém, as analises
foram feitas logo apés o exercicio, diferentemente das presentes analises que foram feitas 2 horas
apds. A cinética do dano oxidativo as proteinas poderia ser a explicacdo para a diferenga dos
dados.

Apesar de nao utilizar o modelo de exercicio fisico, 0 experimento de Nagasawa et al.
(1997) fornece pistas sobre a cinética de oxidag@o de proteinas em misculo esquelético de ratos.
Foi injetado o composto sintético acido nitrilotriacético, um reconhecido indutor de estresse

oxidativo, em ratos e, entdo, analisou-se a quantidade de proteinas carbonildas no misculo s6leo
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0, 1.5, 3 e 6 horas depois. Os resultados indicam que o pico de guantidade de proteinas
carboniladas se da 3 horas depois. Adicionaimente, tem sido demonstrado que a velocidade de
degradacio de proteinas conirateis & diminuida durante o exercicic, mas € aumentada durante o
periodo de recuperagao (Dohm et al., 1987). Experimentos com peroxidagéo lipidica no modelo do
exercicio fisico intenso tambem indicam que o dano oxidativo vai aumentando até algumas horas
ap6s o estimulo estressante (Sjodin et al., 1990). Ensaios similares aos de Nagasawa et al., porém
feitos apds exercicio fisico intenso, poderiam ser importantes para uma maior elucidagio dos
mecanismos e da cinética do dano oxidativo as proteinas resultante do exercicio intenso.

Qual seria a relagcdo entre os danos causados pelas EROs e a inducio para a sintese de
HSP72 observada em ratos sedentarios apés exercicio intenso? Sabe-se que, por agéo de EROs,
aminoacidos hidrofébicos podem ser expostos para o exterior da estrutura protéica (Giulivi et al.,
1994). Foi proposto que o aumento da exposicdo de amino &cidos hidrofdbicos seria um sinal
simples e universal para a degradag&o seletiva, por proteassomos, de proteinas celulares
danificadas oxidativamente (Pacifici et al., 1983; Giulivi et al., 1994; Grune et al., 1895). Porém,
sabe-se que a HSP72 também reconhece residuos hidrofébicos em proteinas. Desta forma, ela se
ligaria as proteinas atacadas pelas EROs, possibilitando trimerizagio dos fatores HSF. Como
consequéncia, ocorreria ativacio da transcrigdo, sintese de HSPs e, entdo, reparo e protegdo as
proteinas celulares. Este modelo explica bemn a refagdo da ativagao transcricional da HSP72 com o
esiresse oxidativo € como a defesa antioxidante pode ser supiementada pela agdo das HSPs em
situacdo em que as enzimas antioxidantes pré-existentes ndo suportam o atague oxidativo. Na
pratica, estudos utilizando o muscuio cardiaco mostraram que a HSP72 pode ser induzida por
estresse oxidativo e que a inducdo de HSP72 (sem concomitante aumentos das atividades de
enzimas antioxidantes) por hipertermia ou oxidantes estd relacionada a resisténcia do coracio a
eventos de isquemia-reperfusdo (Turrens et al., 1992; Kukreja et al, 1994; Locke et al., 1995).

A diminuicdo na atividade da CAT e GR, provavelmente resultade de ataque oxidativo de
ERQOs as proteinas, coincide com aumentos da HSP72 e ¢ consistente com o fato de que este
mecanismo de reparo de proteinas € ativado por proteinas desnaturadas (inativadas).

Em ratos treinados, os niveis elevados das enzimas antioxidantes pré-existentes, e outras
possiveis adaptagdes, evilariam ¢ ataque oxidativo das EROs as proteinas, evitando o efeito
proteotoxico e garantindo a integridade das proteinas celulares. Como consequéncia, o
mecanismo de defesa das HSPs ndo seria acionado. Como citado anteriormente, os vérios
trabaihos com peroxidacao lipidica indicam que o dano oxidativo as membranas celulares de fibras
musculares apds exercicio intenso é reduzido apés programas de treinamento a resisténcia (Sjodin
et al., 1990). Estes resultados suportam os resultados da presente tese. A diminuicdo da
suscetibilidade a peroxidacao lipidica e a n@o expresséc da HSP72 em ratos treinados poderiam

5¢



estar relacionada com o aumento da atividade das enzimas de defesa, que resultaria em menor
ataque oxidativo as proteinas € membranas celulares.

Em ratos sedentarios submetidos ao exercicio intenso, a ndo diminuicdo da atividade da
CS, quando a atividade da CAT e GR abaixa, é dificil de ser explicada. Embora muito pouco se
saiba sobre o assunto, um recente trabalho mostra dados interessantes que poderiam explicar
este fendmeno. Polla et al. (19986), por analises morfolégicas e funcionais, demonstraram de forma
bastante elegante que HSPs protegem seletivamente a mitocondria do danoc oxidativo. Foi
observado que a protegdo se correlaciona methor com a expressdo da HSP72 e que a mitocondria
& mais protegida do que outros componentes celulares como DNA ou membranas. Como enzima
essencialmente mitocondrial, a CS poderia estar sendo seletivamente protegida quando
comparado as enzimas CAT e GR, predominantemente presentes em peroxissomos e citosol,
respectivamente (Byung, 1994).

Por comparacbes entre o perfil de expressio da HSP72 e as razdes CS/CAT e CS/GR no
musculo soleo, parece que o mecanismo de agdo da HSP72 ndo é apenas emergencial, mas
também funciona constitutivamente. Tal proposicic € levantada pela visivel manutencio da
relagéo proporcional “HSP72-razdo” entre os grupos treinado continuo (TC) e treinado intermitente
(Th: TC exibe menor razao e menores niveis de HSP72; Tl exibe maior razdo e maiores niveis de
HSP72. Esta € uma situagdo onde ndo estd ocorrendc uma resposta ao estresse. Com isso, a
HSP72 poderia ser regulada de duas formas, uma indutiva, pela rapida sintese em situacbes de
estresse, e outra constitutiva, pela constante regulacio pelo nivel do balanco oxidativo. Tais
correlagbes nao foram demonstradas ainda na literatura.

No musculo soleo, o estresse oxidativo parece ser um fator de estresse preponderante,
explicando as correlagdes observadas. Em muscuios com diferentes capacidades oxidativas,
analises do perfil total, das isoformas de CPM, da enzima tioredoxina peroxidase, da HSP72 e
outros exemplos da literatura, como quantidade de glutationa total (Ji et al., 1992), superoxido
dismutase (Powers et al, 1984), glutationa peroxidase (Ji et al, 1992; Powers et al., 1994),
isoformas de cadeia leve de miosina, tropomiosina e troponina (Barany et al., 1995), deixam claro
o fato da capacidade oxidativa ser fator de grande influéncia na reguiacdo de expressio das
proteinas musculares, tanto em termos de quantidade de proteina como dos tipos de isoformas.

Segundo Storz e Polla (1996), parece que a regulacdo REDOX é um importante
mecanismo de controle de ativagdo de fatores de transcrigio. A expresséo de muitos genes pode
ser induzida por alteragdes na concentracio de EROs, sugerindo que células desenvolveram
mecanismos para “sentir” EROs e que o estresse oxidativo ¢ um sinal importante para a resposta
adaptativa de musculos esqueléticos a alteracées de demandas funcionais.
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HSP72 faz parte da defesa antioxidante?

O envolvimento da HSP72 no combate aos efeitos do ataque oxidativo as proteinas é um
assunto pouco abordado. Sua relevancia neste processo e 0s exatos mecanismos de acéo ainda
necessitam maiores estudos. De qualquer forma, os estudos com muascuilo cardiaco mostram
inegaveis evidéncias da necessidade de sua indugdo para conferir resisténcia ao estresse
oxidativo, 0 que levanta a questdc de se a HSP72 deve ser considerada parte da defesa
antioxidante.

Davies (1988) e Byung (1994) propuseram um esquema para classificacao dos sistemas de
defesa antioxidante que oferece grande versatiiidade e parece ser propicio para a questéo citada.
Eles propbe uma divisao entre defesas primarias e secundarias.

As defesas primarias incluiriam:

(1) Compostos antioxidantes como as vitaminas E, A e C, glutationa e acido urico;

(2) Enzimas antioxidantes (do tipo “scavenging”) como superdxido dismutase, catalase e

peroxidases.

Como defesas secundarias, eles propuseram:

(1) Enzimas lipoliticas, fosfolipases, enzimas proteoliticas, proteases, peplidases, enzimas
de reparo de DNA, endonuclease, exonuclease e ligase.

Byung ainda propfs que quando a primeira linha de defesa {antioxidantes primarios) néo
protegem completamente contra o ataque de EROs, algum dano ocorre que precisa ser cuidado
pelos antioxidantes secundarios, que eliminariam ou reparariam moléculas danificadas. Embora
nao citadas, as HSPs parecem se encaixar perfeitamente no grupo de defesas secundarias. Como
ja discutido anteriormente, os dados obtidos nesta tese séo bastante consistentes com esta idéia.
As enzimas catalase e glutationa redutase representariam os antioxidantes primarios, que no caso
de ratos sedentarios submetidos ao exercicio intensc, ndo suportariam combater completamente o
ataque oxidative. Os danos oxidativos resultantes induziriam a rapida expresséo da HSP72 que
teria a funcgéo de reparar proteinas danificadas.

Em suma, parece que a HSP72 deve ser considerada parte da defesa antioxidante,
representando uma linha secundaria de defesa.

HSP72 e adaptacao

Muitos dos beneficios resultantes do exercicio podemn ser atribuidos as adaptagdes
ocorridas no musculo esquelético. Apesar da extensa caracterizacdo das mudancas induzidas pelo
treinamento fisico na utilizacdo de substrato, contelido de mitocéndnas, densidade capilar e no
perfil de enzimas e proteinas contrateis, surpreendentemente pouca informagao existe sobre os
eventos moleculares responsaveis por iniciar e manter o processo adaptativo. Por exemplo, apesar

de ser claro que o processe adaptativo requer alteracio da expressao génica, ndo se sabe quando
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o estimulo molecular para a adaptacéo & sentido pela miofibrila, quanto tempo o estimulo persiste
ou como repetidos exercicios produzem o efeito que caracteriza o estado treinado (Neufer et al.,
1998).

Recentes resultados t€m sugerido que as adaptacbes induzidas pelo treinamento a
resisténcia em musculos esqueléticos podem ser resultado dos efeitos cumulativos de alteragbes
temporarias na expressdo génica induzidas durante o periodo de recuperacio apos cada sessdo
de exercicio (Neufer et al., 1998). Com isso, as alteracdes demoradas reflitiiam os efeitos
cumulativos das alteragbes temporarias na expressdo génica. Produtos génicos com meia-vida
relativamente longa (proteinas mitocondriais e contrateis) mostrariam um pequeno aumento de
uma sessdo de exercicio para a outra, aonde produtos génicos com meia-vida relativamente curta
(HSP72) ndo acumulariam entre sessbes de treinamento fisico.

A HSP72 é uma proteina que tem sua expressdo aumentada a partir de 2 horas apes o
exercicio. A funcdo desta proteina € compativel com sua participacdo no processo de
remodelamento adaptativo das miofibrilas esqueléticas. Foi sugerido que aumentos da quantidade
de HSP72 se correlacionam com aumentos da eficiéncia e capacidade traducional, sendo provavel
que expressdc da HOP72 seja requerida para suportar a sintese, “foiding”, e a translocagdo de
proteinas nascentes durante o processo adaptativo do misculo esquelético ao exercicio (Neufer et
al., 1996).

E interessante a idéia de que aumentos da sintese da HSP72 poderiam marcar as fibras
sendo induzidas ao porcesso adaptativo. Como mostrado, aumento da HSP72 em ratos
sedentarios indicaria que o protocolo de exercicio era suficiente para gerar adaptacio. O fato da
atividade da catalase e da giutationa redutase estarem baixos e ainda reduzirem apos ¢ exercicio
mostraria a necessidade da fibra de se adaptar. Em ratos treinados, o protocolo n3o resultou em
aumentos da HSP7Z2, indicando que o exercicio ndo seria suficiente para induzir o processo
adaptativo. Isto pode ser sustentado pelo fato dos ratos treinados n&o estarem em condicdo tipica
de exaustdo ao final do protocoio e da atividade das enzimas CAT e GR se manterem altos, o que
indicaria que ndo haveria necessidade ou “sinalizacéo” para a adaptagéo.

Ainda, a HSP72 ¢é considerada sensor proteotdxico e, assim, estaria envolvida na
transducao do sinal do estimuio de proteotoxicidade. Desta forma, é possivel imaginar que esta
proteina poderia representar a ligac&o entre o sinal e a resposta adaptativa.

interconversédo de isoformas da cadeia pesada de miosina no misculo sdleo
Apés os dois protocoios de freinamento utilizados, nao foi detectada nenhuma conversio
de isoformas de CPM nos muasculos estudados (Guitherme A. P. Oliveira — Tese de mestrado).
Talvez a intensidade e, principalmente, a duragio dos treinamentos ndo fenham sido suficientes
para promover esta adaptacdo pele fato do processo de conversdo ser lento. O processo de
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conversao de fibras nao envolve so a sintese da nova isoforma como a degradagdo de antiga. A
degradacao protéica exerce uma importante funcao regulatéria no remodelamento dos filamentos
de miosina, pois as isoformas recém sintetizadas s6 podem ser inseridas no sarcémero depois que
as isoformas ndo mais expressas sejam retiradas e degradadas. E possivel que as isoformas
recém sintetizadas sejam mais passiveis de degradagao quandoc na forma livre do que quando ja
inseridas no filamento. Um maior “turnover” das novas isoformas seria o resultado desta condicéo.
E plausivel que isto funcionaria para prevenir a fibra muscular de mudar sua composicio de
isoformas de miosina prematuramente, logo, um estimulo teria que durar tempo suficiente para
que houvesse o efeito tanto das rapidas mudangas transcricionais e traducionais como do
demorado processo de proteolise (Termin e Pette, 1992).

Modelo temporal de adaptacio ao treinamento a resisténcia

Sempre buscando uma situagdo de maior economia com o maximo de eficiéncia possivel, o
processo adaptativo deve estar em sintonia com as exigéncias funcionais &8 que o musculo esta
sendo submetido. Num treinamento a resisténcia que leve a adaptagdo do organismo, é de se
esperar que sejam fundamentais as seguintes decisées adaptativas no mtsculo:
(1) Evitar efeito deletério de estresse do exercicio (proteinas de estresse);
(2) Ajustar a melhor forma de geragdo de ATP (sistema de produgéo de energia):
(3) Evitar toxicidade das espécies reativas de forma econdmica (sistema de defesa antioxidante);
(4) Escolher a melhor forma de conversdo ATP-movimento (sistema miofibrilar);
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Pelos resultados aqui apresentados e por outros da literatura,
adapta¢des citadas na seguinte escala temporal:

TEMPO

0 horas

semanas

meses

€ proposto aqui situar as

PEs

\
antioxdmet Proteinas
€ Miofibrilares
Metabolismo
oxidativo
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PERSPECTIVAS

A complementacdo das analises nos musculos extensor digital longo e semitendinoso esta
sendo feita para se analisar a real importancia das HSPs na defesa antioxidante e no controle da
resposta adaptativa. Alem disso, serdo promovidas alteragbes nos dois tipos de protocolos de
treinamento para se verificar quai seria a modulagao desse biomarcador quando os ratos forem
submetidos a um treinamento que lesione seriamente os muisculos.

Uma vez que a HSP72 parece estar envolvida com o processo da adaptacdo e seu nivel de
expressio ser proporcional ao estresse sofrido, estudos para a determinacéo do nivel de HSP72
que indiqgue o maximo de adaptagdo com o minimo de lesdo possivel poderia ser uma idéia
interessante para ser aplicada ac monitoramento do treinamento de atlefas. Ha, porém, a
dificuldade de frequentes coletas de bidpsias de masculo em humanos. Talvez, avangos nas
técnicas de retirada das biopsias musculares possam ser uma saida.

Adicionalmente, estudos estio sendo iniciados no sentido de rastrear a HSP72 em sangue
e, para isso, os leuclcitos estdo sendo as células alvo (s&o células nucleadas que tém a
capacidade de responder adaptativamente). Resultados preliminares indicam elevacdo dos niveis
de HSP72 em leucécitos de ratos submetidos ao exercicio fisico intenso, este indice de estresse
também podera se mostrar util para 0 monitoramento de treinamentos fisicos.
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