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RESUMO

A literatura cientifica tem descrito de forma ampla que o exercicio regular
apresenta-se como um importante fator de implemento de saude e, dentre as
principais causas deste fendmeno, encontra-se o incremento da funcao
cardiocirculatoria. Esta melhoria deve-se a inumeros fatores dentre eles a
hipertrofia do miocito cardiaco, considerada como 0 processo adaptativo mais
importante para o coracdo em decorréncia do exercicio fisico por estar
diretamente relacionada ao desenvolvimento da for¢ca contratii no midcito
cardiaco. Esta capacidade é gerada pela capacidade de interacdo entre
diversas proteinas das quais a principal € a miosina um hexamero formado por
cadeias pesadas (MHC) e leves (MLC). O objetivo deste estudo foi estabelecer
a relacao entre diferentes niveis de carga e o aumento da expresséo da cadeia
pesada de miosina no midcito cardiaco de R. novergicus por meio de técnicas
protedmicas, no intuito de inferir sobre procedimentos de padrbes de exercicio
fisico mais adequados tanto ao desenvolvimento da performance desportiva
quanto a conduta terapéutica. Para isto 40 ratos machos Wistar (Rattus
norvergicus), isogénicos adultos, divididos em trés grupos GT;, GT; e GT3
submetidos a treinamento de natacdo durante doze semanas em diferentes
intensidades, (respectivamente 2,5%; 5,0% e 7,5% de do peso corporal em
sobrecarga individualizada) os dois primeiros grupos a exercicio continuo e o
altimo exercicio intervalado e um grupo controle, que permaneceu sedentario.
Nossos achados demonstraram alteracdbes morfolégicas nos grupos
submetidos a treinamento fisico em relacdo ao grupo controle. Foi evidenciado
no GTz um grau discreto de hipertrofia nuclear o que sugere que as
caracteristicas contrateis intrinsecas das miofibrilas sdo modificadas para
contribuir para um aumento da funcdo do ventriculo esquerdo e que estas
podem estar associadas ao treinamento. Foram observadas ainda diferencas
significativas no padrdo protéico utilizando técnicas de eletroforese uni e
bidimensional seguida de espectrometria de massa, em todos os tratamentos
demonstrando claramente o aumento da expressdo da miosina (MHC) em
relacdo ao GC. Além da MHC foram evidenciadas a presenca de outras
proteinas como a troponina, uma outra proteina sarcomérica, proteinas
associadas ao metabolismo oxidativo como as oxidoredutases, translocases de
membrana mitocondrial e proteinas anélogas a superéxido desmutase. NOSs0s
achados indicam uma clara correlacdo entre a intensidade e o aumento da
expressdo da cadeia pesada de miosina no miécito cardiaco indicando ainda
que o treinamento intervalado de alta intensidade quando comparado ao
treinamento continuo de baixa e de moderada intensidade, apresenta-se mais
eficaz, no entanto, representando também uma maior lesdo estrutural celular.
Este achado pode, em longo prazo, representar perda de capacidade contrétil e
consequentemente diminuicdo funcional. Estes dados provém suporte para a
programacdo mais clara e precisa do treinamento fisico visando tanto o
desporto quanto a saude além de oferecer subsidio a novas abordagens
técnicas na analise por eletroforese bidimensional de proteinas de alto peso
molecular.
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ABSTRACT

Scientific literature have been described the regular which as an important
factor in the health improvement. Among several causes have been related to
this phenomenon, it was observed a crucial point that included the improvement
of heart potency. This enhancement could be related to several factors such as
cardiac muscle cells hypertrophy, which was considered the most important
hearth adaptable process in response to physical exercise, being directly
related to contractile force development in cardiac cells. Muscle contractile
capability could be generated by an interaction between different proteins,
including myosin; the biggest muscle protein formed by heavy (MHC) and light
(MLC) chains. In summary, the present study aims to establish a clear relation
between different load levels and the increase of myosin heavy chain
expression in cardiac contractile cells of R. novergicus through proteomics
techniques. Moreover, data here reported could be used to shed some light
over the standard physical exercise procedures in order to give a most efficient
result in sport performance and/or therapeutic procedures. To evaluate this
question, 40 isogenics adult male rats Wistar (R. norvergicus) were divided into
three groups TG1, TG3 and TG3. Groups were submitted to swimming training
during twelve weeks, 2.5%; 5.0% and 7.5% of individualized overload. The
animals from training groups GT1, GT2 had been submitted the continuous
exercise and the animals pertaining of TG3 were submitted the interval
exercise. Furthermore, our findings demonstrated clear morphologic alterations
in hearth animals submitted to physical training (TGs), when compared to
control group (CG). A discrete degree of nuclear hypertrophy was evidenced in
GT3, suggesting that the intrinsic contractile characteristics of myofibrils could
be modified in order to contribute for an increase of left ventricle activity, being
this event associated to the training. Additionally, significant differences in
protein maps were observed, by using one and two dimensional electrophoresis
technologies, following mass spectrometry identification. All treatments clearly
demonstrated the MHC expression increase in comparison to CG. Finally, the
improvement of other proteins were also evaluated as troponin, a sarcomeric
protein, proteins associated to oxidative metabolism as oxidorecdutases,
translocases of mitochondrial membrane and proteins analogous to superoxide
desmutases. This increase suggests a clear correlation with standard intensity
in which each one of the individuals was submitted, demonstrating that high
intensity interval training, when compared to continuous training of low and
moderate intensity, was more efficient in the MHC enhancing expression in
cardiac contractile cells. Furthermore, the high intensity also caused a
significant degree of cellular injury, when compared with the rats submitted to
low intensity. This process could, during a large period, lead to losses of
contractile ability and consequently, to a functional reduction. In summary,
these findings give support for more precise training programs such sports or
health, also offering subsidies for the development of novel electrophoresis
techniques approaches in order to carry high molecular weight proteins
analysis.
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1 INTRODUCAO

Todos os movimentos humanos, do piscar de olhos a corrida em uma
maratona, dos batimentos cardiacos a peristalse, dependem do funcionamento
adequado do tecido muscular. De um modo geral, o movimento humano
através dos tempos, foi meio de sobrevivéncia, de manifestacéo religiosa ou
socio-cultural. No que diz respeito ao desporto, as primeiras manifestacdes
organizadas datam de 1650 A.C. na regiao da Mesopotamia. As mais famosas
referéncias do passado, no entanto, sdo os jogos Olimpicos, em 776 A.C.
(compunham a triade formada ainda pelos jogos Jénicos e Helénicos), que
representavam uma forma de agradecimento a fartura das colheitas, sendo
inclusive capazes até mesmo de interromper guerras (SANCHEZ, 1994).

Desde esta época, o homem tem buscado o entendimento de todos os
aspectos voltados a tal capacidade e, sua inteira compreensao, inicialmente
baseado em explicagdes misticas e até mesmo de cunho religioso, e depois de
modo empirico utilizando novas tecnologias.

Essa procura pode nao s6é permitir o desenvolvimento de habilidades
motoras, como por exemplo, as relacionadas ao desporto, mas também
permitir a descoberta de novos aspectos, bem como do tratamento de um
enorme numero de doencgas associadas ao tecido muscular. Sem duvida
alguma, esse caminho passa pelo completo entendimento do midcito, desde
sua origem e diferenciacdo até sua capacidade de diferenciagcao e adaptacéao

estrutural.
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1.1 Origem embrionaria

A origem embrionaria da populacdo de células miogénicas difere de
outros tipos de células de origem mesodermal, apesar de todos os trés tipos de
células musculares apresentarem origem comum, provenientes do embrido,
onde as ceélulas mesenquimais, chamadas de mioblastos, irdo formar os
somitos (ENGEL & FRANZINI-ARMSTRONG, 1994). Os somitos séao
considerados a origem dos musculos esqueléticos, a excegao dos musculos da
cabeca e membros , além de células que migraram para a formagao dos
musculos liso e cardiaco (DAVIES, BAKELEY & KIDD, 2002) Ainda segundo os
mesmos autores, entre a quinta e oitava semana de vida do embrido, os
musculos se diferenciam em suas formas e posi¢cdes que irdo apresentar no
individuo adulto.

O processo de formagao do embrido inicia-se com as primeiras divisdes
celulares, sendo formado o blastoderma, um disco achatado, que se subdivide
em duas partes: uma area opaca, que dara origem ao embrido e também
contribuira para a formagao de algumas membranas extraembrionarias, e uma
area central, translucida, que dara origem ao epiblasto e ao hipoblasto
(RODRIGUES, 2006). A mesma autora explica ainda que na fase conhecida
como blastula, ocorre a implantagcdo do saco embrionario. Na fase seguinte,
chamada de gastrulagdo, surgem as trés camadas germinativas: ectoderma,
mesoderma e endoderma (CHEN & FISCHMAN, 1996 apud RODRIGUES,
2006). Nesta fase, o embrido apresenta a definicdo do mesoderma pré-
cardiaco. As células cardiacas sao recrutadas do epiblasto superficial para a

area pré-cardiaca, ingressam e migram para dentro do embrido, formando um
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par de tubos que se fusionam em um unico tubo na posi¢ao ventral e média.
Este coragao primitivo contém multiplas camadas, exibe regionalizagcao rosto-
caudal e rotacao, sendo possivel de ser detectado com dois dias de cultura de
embrides (YELLON & DOWNEY, 2003).

O formato tubular do coragdo é originario da participagdo da camada
endodérmica, que contribui ainda para a diferenciagdo do coracdo, sendo esta
primordial para a diversidade dos cardiomiécitos. Neste estagio da
organogénese, o coragao possui duas camadas uma interna, o endocardio, e
uma externa, o miocardio. Juntas formam o coracao tubular que inicia suas
dobraduras sobre si e, posteriormente, as contragdes sincrénicas
(RODRIGUES, 2006). E neste estagio que acontece a formacdo das quatro
camaras cardiacas, passo anterior a modulacdo da espessura das paredes das
camaras e das camadas musculares (LINASK, 2003).

Os cardiomiécitos desenvolvem-se muito precocemente, devido a
necessidade de acao do sistema circulatério, antes da terceira semana de vida,
atendendo a necessidade de nutrigdo do embrido (DAVIES, BAKELEY & KIDD,
2002). Com o desenvolvimento do corpo embrionario, os cardiomidcitos se
encontram localizados entre a lamina epitelial e a |amina basal das células
mesenquimais. O tubo do endocardio é recoberto por miocardio muscular, e
torcido em forma de S e, na quarta semana, pode ser visto se dividindo em
segmentos funcionais (HESCHELER et al., 1997; DAVIES, BAKELEY & KIDD,
2002).

Os cardiomidcitos sao facilmente identificaveis, pois a partir da
implantacdo do blastécito entre o primeiro e o quarto dia espontaneamente

passam a apresentar contracdo. Com a continuacdo da diferenciacdo, o
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namero de células contrateis aumenta e passa a apresentar-se de forma
regionalizada no corpo embrionario. Esta area aumenta rapidamente
acompanhada de um decréscimo no numero de contragdes (batimentos) com a
maturagao embrionaria (BOHELER et al., 2002). Dependendo do numero de
células agregadas nesta etapa, a presenga desta contracdo espontédnea pode
ser mantida até in vitro durante semanas (HESCHELER et al., 1997; DAVIES,
BAKELEY & KIDD, 2002).

Cardiomiécitos em cultura podem ser classificados segundo trés
estagios de diferenciagdo: primario (surgimento das células marcapasso e
células miocardicas primarias); intermediario e terminal (organizagao atrial,
ventricular, células nodais e células do sistema His-Purkinge) (HESCHELER et
al, 1997). Durante o primeiro estagio de diferenciagdo no corpo embrionario, os
cardiomidcitos sao tipicamente pequenos e arredondados. As miofibrilas, que
estdo sendo formadas, encontram-se esparsas e irregularmente organizadas,
apresentando, no entanto, sinais de sua caracterizagao estriada (presenga de
bandas A e |) (WESTFALL et al., 1997).

Os mesmos autores citam ainda que os cardiomiécitos adjacentes
apresentam estagios diferentes de organizagdo miofibrilar. Com a maturacgéo,
os cardiomiécitos comegam a se alongar e a desenvolver miofibrilas e
sarcOmeros. As células contrateis primariamente sdo mononucleadas e
arredondadas, no entanto, durante a etapa final do desenvolvimento do
coragao (terminal), as mesmas apresentam densas e organizadas bandas
miofibrilares, bem como um sarcémero organizado (bandas A, | e linhas Z)
claramente observados (WESTFALL et al, 1997; FASSLER et al, 1996) Os

nascentes discos intercalados, desmossomos e as areas de jungao também ja
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podem ser vistos (DOETSCHMAN et al., 1985; WESTFALL et al.,1997;
ROBBINS et al.,1990; KLUG et al.,1996).

A imensa maioria dos estudos que descrevem a expressao embrionaria
da miosina foram realizados em aves, e demonstraram que a cadeia pesada da
miosina (MHC) ja podia ser detectada com aproximadamente um dia de vida no
ventriculo e com dois dias no atrio (ZHANG et al 1997 e SWEENEY et al, 1995
citados por LEE et al, 1997). Gupta et al, 2003, no unico estudo realizado com
ratos, demonstrou que ambas as isoformas da Miosina de cadeia pesada
(MHC), o motor primario da contragdo muscular, eram coexpressas no tubo
cardiaco do embrido entre o décimo e o décimo primeiro dia. Os mesmos
autores citam ainda que a MHC aparece, inicialmente, na porgcdo ventricular,
estando a definicdo da isoforma, no entanto, dependente do tamanho do
animal.

Em embrides de camundongos no oitavo dia, o tubo cardiaco ja esta
formado e iniciam-se as primeiras contragdes. Neste momento, todos os tipos e
isoformas de cadeia pesada de miosina (MHC), a e 3 e as isoformas de cadeia
leve (MLC) 1A e 1V, aparecem em abundéncia, o que sugere uma sobre-
regulacédo dos genes de miosina. Ainda segundo os mesmos autores estes
resultados parecem ser coincidentes com os estudos de imunohistoquimica da
miofibrila de ratos.

As maiores modificagdes, em relagcdo a distribuicdo da miosina em
camundongos, foram vistas por volta do nono dia quando se define a distingéo

entre atrio e ventriculo (RUGH & THEILER, 1990 citados por LYONS, 1997).
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1.2 Diferenciacéao celular

A conversao de células tronco em midcitos requer a transcricado génica
controlada e eficiente. Varios estudos demonstraram que esta acdo depende
da interacdo de uma série de fatores reguladores. A precisa regulacado desta
expressao ocorre como resposta a sinais fisioldgicos modulados, por fatores
associados tanto ao estimulo quanto a inibicdo destes genes-alvo, que estédo
por sua vez relacionados a etapa do desenvolvimento, regulagdo hormonal ou
associada a eventos patologicos (LEE et al., 1997).

O musculo cardiaco apresenta pelo menos duas diferentes isoformas da
cadeia pesada de miosina (a e B-MHC) e duas cadeias leves de miosinas
(MLC) que estao codificadas em dois genes distintos, (MAHDAVI et al., 1995;
BARTON et al., 1996 citados por LYONS et al., 1997). Os genes que codificam
as MHC apresentam-se regulados de modo diferente em resposta a diferentes
estimulos como, por exemplo, a sobrecarga, o que parece 6bvio devido a
importancia do trabalho cardiaco. No rato, os cardiomiécitos expressam as
isoformas a e R da cadeia pesada de miosina sendo, no entanto, a a-MHC a
maior proteina contratil exclusivamente expressa no miocardio (KIM et al.,
2005). Ainda segundo os mesmos autores no nivel do promotor do gene estéao

associados a esta expressao o M-CAT; E-box; CarG box; o hormdnio

tireiodeano T3; MEF2; e GATA4 e PUR, os quais serao descritos a seguir.

A familia de fatores MEF (myosin enhancer factor) apresenta-se
essencial a expressdao de genes relacionados a diferenciacdo celular dos
cardiomiécitos no rato, e também com a diferenciagdo do musculo liso e do

estriado esquelético. Neste ultimo caso, o MEF-2 parece ser o principal fator
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atuante, refletindo na transcricao de sequiéncias conservadas de DNA referente
a maioria dos genes estruturais do musculo (LIN et al., 1997; KIM et al., 2005).
Existem quatro genes desta familia MEF2 conhecidos como: MEF2A, -B, -C, e
— D. No rato, estdo co-expressos o MEF2-B e o MEF2-C. A importancia destes
genes pode ser comprovada uma vez que mutagdes ou delegdes, em um unico
gene MEF2 em Droséphila melanogaster, impedem a diferenciagdo dos
cardiomiécitos (KIM et al., 2005). Em ratos, o silenciamento destes genes
provocam alteragcdes morfoldgicas, hemodindmicas bem como alteragcées na
maquinaria contratil. (LIN et al., 1997). Segundo Lee et al. (1997), o fator MEF2
apresenta-se como um dos mais importantes da transcricdo da MHC, atuando
em conjunto, sinergicamente, com o hormoénio tireiodeano Ts. Esta interagéo
ocorre de modo ativo no promotor em uma regido rica em A/T (2222 a 2205),
para o MEF2 e em uma outra regiao rica em A/T (2153 a 2132), para a regiao

responsiva a T3

Izumo & Mahdavi (1988) sugerem que, de uma forma n&o totalmente
elucidada, a auséncia do MEF2 ligado ao promotor possibilita a acdo de
inibidores junto ao mesmo, inativando a expressao. Por outro lado, a agao
complementar do T3 apresenta-se em dois passos: T3 associa-se ao inibidor
TRACs, impedindo sua fixagdo no promotor o que, possivelmente, permitiria a
associacdo com o DNA, por sua mudancga topoldgica. Além disto, o dominio
MADS do MEF2 interage fisicamente com os fatores miogénicos, ativando
cooperativamente, a expressao génica para a-MHC (LEE et al, 1997

KAUSHAL et al., 1994).
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Além do MEF, a familia de fatores de transcricdo GATA apresenta um
importante papel ndo s6 na diferenciagcdo, bem como crescimento e
manutencao dos diversos tipos de células cardiacas (MOLKENTIN, 2000). Seis
membros desta familia foram identificados em vertebrados, sendo os GATA-4,5
e 6, considerados responsaveis pela diferenciacdo em coragao, figado,
pulmdes e intestino.1b. Estudos in vitro demonstraram sua presenca no
mesoderma e posteriormente nas células diferenciadas do endocardio e do
miocardio, tendo sido considerados de fundamental importancia no
desenvolvimento dos mesmos (MOLKENTIN, KALVAKOLANU & MARKHAM,
1994; MCFADDEN et al., 2000; DODOU et al., 2004).

A familia GATA possui um dominio de associacdo ao DNA altamente
conservado, composto por duas regides do tipo zinc finger (HON et al.,1994)
que parecem exercer uma acao competitiva com inibidores da sintese de MHC
no miécito cardiaco (HON et al,1994; CSERJESI, MARKHAM, &
MOLKENTIN,2002). Além disso, o GATA4 parece exercer um papel
fundamental na expressao de genes criticos na maquinaria contratil cardiaca
(troponina C e miosina de cadeia pesada-R3), atuando também na expressao de
fatores de transcricdo como Nkx2.5, Hand2 e MEF2C (promotor do midcito
cardiaco 2C) e MLP, e Mhox (MOLKENTIN, KALVAKOLANU & MARKHAM,
1994; GREPIN, NEMER & NEMER, 1997; MOLKENTIN, 2000). Sinalizadores
como BMP-2 or BMP-4, podem atuar como inibidores da transformacido das
células mesodermais em cardiomidcitos (células contrateis), inibindo o papel do
GATA-4 e do Kkx. (CSERJESI, MARKHAM, & MOLKENTIN,2002). Estudos
realizados por Evans, Reitman & Felsenfeld (1992 citados por Hon et al., 1994)

descrevem que o gene GATA4 pode ser expressado inicialmente por volta do
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sétimo dia de idade do embrido sendo o mMRNA do GATA4 pode ser detectado
no tubo cardiaco no oitavo dia de idade, continuando a ser expresso por toda a
vida do animal.

Outros promotores importantes sdo as proteinas PUR a e R,
classificadas como proteinas homodlogas da murina. Apresentam grande
afinidade pela regiao PNR (purine-rich negative regulatory) localizada no intron
do gene da a-miosina que, por sua vez, associa-se ao mRNA da MHC
regulando a expressao génica, participando da proliferacao, diferenciacédo e da
apoptose, estando sua expressao, em decorréncia desta atividade, muito
aumentada em patologias associadas ao coragdo. As PUR associam-se a
PNR, inibindo sua agao regulando assim, positivamente a expressdao da MHC.
Gupta et al. (2003) encontraram evidéncias da participagao das proteinas PUR

na transcrigao e tradugao do gene da MHC.

1.3 Estrutura do musculo estriado

O movimento é caracteristica universal de todo organismo vivo, podendo
ter evoluido a partir da alteracdo da forma apresentada por diversas moléculas
de enzimas e de proteinas, quando participam de trocas energéticas, em geral,
ligadas ao ATP (DAVIES, BLAKELEY & KIDD, 2002). Cooper & Hausman
(2004) descrevem a célula do musculo esquelético como uma “célula gigante”,
formada pela fusado de células isoladas que mantém seus nucleos logo abaixo
da membrana plasmatica. O citoplasma é composto fundamentalmente por

miofibrilas, que sao os elementos contrateis da célula. Isto tudo caracteriza o

21



musculo esquelético como uma célula altamente especializada e
compartimentalizada.

O musculo estriado é classificado quanto a caracterizagdo anatdmica
em: estriado esquelético, principal determinante do sistema locomotor ativo e
estriado cardiaco, responsavel pela contratilidade cardiaca. Ambos, quando
analisados microscopicamente, apresentam-se formados por filamentos
organizados em regides claras e escuras, de modo alternado. Estas regides
sdo chamadas de bandas | e A e apresentam, respectivamente, de forma
predominante as proteinas actina e miosina. A banda escura, também é
conhecida como filamento espesso ou grosso e a banda clara como filamento
delgado ou fino e a interagado entre os dois feixes de proteinas é responsavel

pela contracdo muscular (Figura 01) (WIDMAIER et al., 2003; CLARK et al.,,

2002).

Linha M Disco Z

Figura 01. Sarcomero do musculo estriado esquelético. Fotografia de
microscopia eletrénica. Retirado de Fisiologia, Vander et al. (1981), p. 239.

Cada filamento é formado por proteinas nao covalentes associadas. O
filamento espesso é formado por proteinas de baixa massa molecular como as
proteinas presentes no terco médio do filamento, miomesina, proteina M e

creatina quinase, em uma regido conhecida como linha M e a enzima
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AMPdeaminase presente nas extremidades. Todas estas proteinas estao
associadas a titina, uma proteina que funciona como uma espécie de
“‘esqueleto”, conferindo sustentagao ao filamento e a miosina, um hexamero de
alta massa molecular, com aproximadamente 220 kDa, que se apresenta como
a maior e mais importante proteina contratil, bem como o maior constituinte do
flamento espesso (TSKHOVREBOVA & TRINICK, 1997; ENGEL &

FRANZINNI-ARMSTRONG, 1994; TRINICK, 1991).

a-Tropomlosina Troponina C  Troponina |

i — g ———

Filamento
‘ de

Miosina

Figura 02. llustracdo da estrutura dos filamentos protéicos de miosina e actina-
tropomiosina-troponina: Contragcdo muscular. Retirado de www.edcenter.sdsu.edu/
cso/paper/image005.jpg .

O filamento delgado é formado, em sua maioria, por um complexo
constituido de trés proteinas: actina, troponina e tropomiosina, além de uma
proteina menor envolvida na estabilizacdo do filamento conhecida como
nebulina (TSKHOVREBOVA & TRINICK, 1997; TRINICK, 1991). A troponina e

a tropomiosina atuam neste complexo como reguladoras da contragéo
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muscular, sendo dependentes para esta atividade de ions de calcio retidos no
reticulo sarcoplasmatico. A interagao do calcio com a troponina ocasiona a
movimentagdo da tropomiosina, 0 que por sua vez permite a interagdo das
proteinas actina e miosina na formacado da contracdo muscular (Figura 02).
Durante o desenvolvimento embrionario, atrios e ventriculos originam-se do
tubo cardiaco, diferindo, entretanto, por suas capacidades contrateis e pelos
genes que os expressarao. Entretanto, o mecanismo contratil apresenta-se
fundamentalmente 0 mesmo, em todas as espécies, que apresentam este tipo
de musculo, diferindo apenas na estrutura da miosina de cadeia leve
(ROBERGS & ROBERTS, 1997; BANDMAN & ROSSER, 2000 citado por

SEMIR et al., 2006).

\}/ Fibroblasto Colageno Capilar Miofibrilas

Membrana
basal

Reticulo
sarcoplasmatico
Mitocondria
Disco intercalado
Jungao fechada
Espaco intercelular
Sarcoplasma
Vesiculas pinociticas
Glicogénio
Lipidio

Miofibrila
Filamento fino

Filamento grosso

Figura 03. llustragdo da estrutura anatbmica da fibra muscular estriada cardiaca e sua
juncédo término-terminal Retirado do Atlas de Fisiologia Humana de Netter, Hansen e
Koeppen, (2003) p. 76.
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As fibras do miocardio estdo conectadas em uma disposi¢ao conhecida
como término-terminal onde as fibras projetam-se em diferentes angulos uma
das outras o que permite um trabalho mecéanico, eficiente, que circunda o 6rgao
em um trajeto helicoidal (ROBERGS & ROBERTS, 1997; DAVIES,
BLACKELEY & KIDD, 2002). Tal angulagdo modifica-se de acordo com a
profundidade e distribuicdo das fibras na parede do miocardio, o que confere
ao coragao sua fungdo de bomba circulatéria (Figura 03).

Outra diferenca importante das fibras estriadas cardiacas é o fato de nao
possuirem, em sua organizagdo, unidades motoras e sim, um sistema
extremamente organizado de geragdo e propagacao do potencial de agao,
formado por células musculares adaptadas (GUYTON, 1998).

A capacidade contratii do musculo € gerada pela capacidade de
interacao entre miosina e actina, na formacgao da ponte cruzada que, de forma
ciclica, utilizando a energia da hidrélise do ATP, em ultima instancia, é a

responsavel pela contragdo muscular (Figura 04).

O ADP
cabeca
filamen
deslizar

Figura 04. llustracao esquematica das pontes contrateis. Retirado do Atlas de Fisiologia
Humana de Netter. Hansen e Koeppen, (2003) p. 74.

25



A ponte cruzada € uma maquina molecular que apresenta trés areas
funcionais distintas: um sitio de ligagdo com a actina; um sitio ativo de hidrélise
do ATP e um “brago” de movimentagcao que amplifica as alteragbes estruturais
da proteina (CRAIG in ENGEL & FRANZINNI-ARMSTRONG, 1994; LOWEY in
ENGEL & FRANZINNI-ARMSTRONG, 1994).

A miosina, a principal proteina desta maquinaria, apresenta-se como um
hexamero formado por duas cadeias pesadas e dois pares diferentes entre si
de cadeias leves (WEISS & LEINWAND, 1996). Estas apresentam uma
estrutura formada por uma regiao longa, em alfa hélice, e uma regido em forma
de bulbo no final, que, respectivamente, sdo conhecidos como cauda e cabeca

da miosina (CRAIG in ENGEL & FRANZINNI-ARMSTRONG, 1994).

1.4 Estrutura da miosina

A importancia da miosina pode ser determinada pelo grande numero de
organismos em que € encontrada, bem como pela diversidade de fungdes
relatadas. Existem, segundo Sellers (2000), dezessete classes de miosina em
eucariotos (Tabela 01). Esta classificagcdo filogenética € baseada na
comparagao das sequéncias dos dominios motores. Um importante detalhe
descrito pelo mesmo autor € que uma classificagao similar pode ainda ser
obtida pela comparacéao da cauda da miosina.

Em mamiferos um grande numero de genes de miosina, cerca de vinte e
oito, é descrito para as classes |, II, lll, V, VI, VII, IX, X e XV, (SELLERS, 2000).

Brown (1997) descreve em Saccharomyces cerevisiae, cinco genes,
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responsaveis por duas classes |, uma classe Il e duas classes V. Em
nematoides, Caenorhabditis elegans, quatorze genes para miosina foram
sequenciados relacionados a duas classes |, seis classes Il, uma classe V,
duas classes VI, uma classe VII, uma classe IX e uma classe Xl (BAKER &
TITUS, 1997). Os genes associados as classes VIlI, Xl e Xlll encontram-se
expressos somente em plantas, sendo que dos vinte e seis genes identificados,
dezesseis sdo expressos em Arabidopsis thaliana (REICHELT & KENDRICK-
JONES, 1999 citados por SELLERS, 2000).

A miosina consiste em duas cabegas globulares associadas a uma longa
cauda entrelagada (LOWEY in ENGEL & FRANZINNI-ARMSTRONG, 1994), na
forma de uma alfa-hélice. Cada cabeca da miosina, também conhecida como
regido S1, é composta por trés dominios, apresentando um peso molecular de
cerca de 130 kDa e um comprimento de cerca de 17 a 19 nm por 5 nm de
circunferéncia, em sua regido de maior didmetro (CRAIG in ENGEL &
FRANZINNI-ARMSTRONG, 1994; CRAIG e WOODHEAD, 2006). Modelos
tedricos demonstraram um arranjo similar de miosina entre diferentes espécies
de aves e mamiferos (CRAIG & WOODHEAD, 2006).

Os trés dominios na regidao S1 estdo arranjados da seguinte maneira:
um grande dominio da regido da cabeca; um dominio pequeno no meio das
duas cabecas e o ultimo no local de ligagao entre a cauda e as cabecgas, regido
denominada, por alguns autores como pescogo (CRAIG in ENGEL &
FRANZINNI-ARMSTRONG, 1994).

Muitas das idéias a respeito das interacbes entre as proteinas
envolvidas na contragdo muscular tém sido influenciadas pelo estudo da

sequéncia da miosina de Caenorhabditis elegans (MCLACHLAN & KARN
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citado por CRAIG & WOODHEAD, 2006). Estes autores demonstram ainda a
presenca, na cauda da miosina, de uma estrutura em repeticao (alfa-hélice)
formada por 28 residuos, em duas regides carregadas positiva e
negativamente, separadas por 14 residuos de aminoacidos, formando um
dispositivo de 14,4 e 43,2 nm, que representam a periodicidade do arranjo
entre os filamentos.

Como mencionado anteriormente, o filamento espesso (formado pelo
arranjo de miosinas), tanto no musculo estriado cardiaco quanto no estriado
esquelético encontra-se associado a duas proteinas elasticas gigantes, titina,
(também conhecida por conectina) e nebulina que formam um complexo
polipeptideo com cerca de 3000 kDa que, por sua vez, funciona como um
molde de desenvolvimento do sarcémero durante o processo de maturagao do
musculo estriado sendo, em muitos aspectos, responsavel pelo comportamento
mecanico do musculo (CRAIG in ENGEL & FRANZINNI-ARMSTRONG, 1994;
RUPPE & SPUDICH, 1996; CRAIG e WOODHEAD, 2006).

A grande capacidade de movimentagao das duas cabegas da miosina foi
descrita por Slayter e Lowey (1992) citados por Lowey (1994) in Engel &
Franzinni-Armstrong (1994) como sendo possiveis tanto no sentido do eixo
axial (sentido da calda), quanto perpendicular ao mesmo, tendo sido descrito
posteriormente que as cabegas possuem uma aparente independéncia uma da
outra (ENGEL & FRANZINNI-ARMSTRONG, 1994). Os mesmos autores citam
ainda que mais recentemente foi demonstrado que as cabecgas podem, ainda,
girar 180 graus sobre o proprio eixo (HUXLEY & SIMMONS, 1971;
MARGOSSIAN & LOWEY, 1973; EISENBERG, HILL & CHEN, 1980; HARADA

et al., 1987).
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A fragmentacao proteolitica (utilizando papaina, tripsina e quimotripsina)

proporcionou um maior conhecimento estrutural e mecanistica da miosina. As

proteinases clivam a molécula em trés regides: a regido proxima da cabeca,

chamada meromiosina pesada; a regiao da cauda, meromiosina leve, regiao

S2, além da propria cabega, regiao S1, que por sua vez, contém um segmento

de nucleotideos e o sitio ativo de ligagao com a molécula de actina (CRAIG in

ENGEL & FRANZINNI-ARMSTRONG, 1994).

Tabela 01. Diferentes classes de miosina em diversos organismos. Adaptado de James
R. Sellers, (2000) Myosins: a Diverse Superfamily. in Biochem. Biophys. Acta - Molecular
Cell Research Volume 1496, p. 3-22.

Classe

Funcao

| — amebdide
| — brush border
1B

| —myr4

Il —citoplasma

Il — musculo liso
Il — sarcomérica
11

v

\

VI

Vil

VIl — plantas
IX

X

XI — plantas
XIl

XIII - plantas
XIV

XV

XVII

Motilidade celular; fagocitose; contratilidade do vacuolo
Microvilosidades ; possivel transporte vesicular
Estereocilios; possivel transporte
desenvolvimento epitelial

Possivel transporte vesicular; desenvolvimento epitelial
Citocinese; fagocitose,morfologia celular

Contragao do musculo liso

Contragao do musculo estriado

Fotoadaptacao (D. melanogaster)

Presentes somente em espécies amebdides

Transporte vesicular; transporte de RNAmM

Transporte vesicular; funcao epitelial; translocacdo de
filamentos de actina.

Epitélio sensorial

vesicular;

Envolvimento na transducéao de sinal

Envolvimento na transducéo de sinal

Transporte vesicular

Funcao nao definida

Fungao nao definida

Espécies de plasmideos e toxoplasmideos

Possivel fung¢ao auditiva

Sintese de quitina, localizada na membrana
citoplasmatica, somente em espécies de Pyricularia e
Emiricella.

As miosinas de cadeia leve (Ligth Chain) apresentam uma sequéncia

idéntica nos 141 residuos da porcdo C-terminal, diferindo em apenas cinco
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residuos de aminoacidos na porgao N-terminal, tendo em fungdo desta
pequena diferenca a determinagcao de uma distingdo fenotipica entre as duas
proteinas (FRANK & WEEDS citados por ENGEL & FRANZINNI-
ARMSTRONG, 1994). Segundo Lowey (1994), pode-se ainda diferencia-las
como LC1; LC2; e LC3;, nas fibras de contracao rapida, fast twist, e LC1s e
LC2;, nas fibras de contracdo lenta, slow twist. Todas as isoformas sao
codificadas por um unico gene, com dois promotores e um splicing, que define

a especificidade da por¢gao N-terminal das mesmas.

1.5 Cadeia pesada de miosina

O sitio de catélise da interagao actina-miosina e a atividade hidrolitica
do ATP foi amplamente demonstrado por Kron & Spudich, (citados por RUPPE
& SPUDICH, 1996), em estudos in vitro, determinando inclusive que somente
este dominio é requerido nesta acao.

A cadeia pesada de miosina (MHC) pode ser dividida em dois dominios
funcionais sendo, uma porg¢ao globular, N-terminal (cabeg¢a com 25 kDa) que se
liga com a molécula de actina, hidrolisa ATP e é a responsavel pela
modificagdo conformacional e uma porgdo longa em forma de alfa hélice,
(chamada de centro com 50 kDa), ligada a extremidade C-terminal (20 kDa)
(RUPPE & SPUDICH, 1996; STELZER et al., 2007). O sitio catalitico do ATP
encontra-se acerca de 50 A da ponta da cabega da miosina em uma regido de
oposigao ao sitio de ligagdo com a actina18. De acordo com Clark et al.
(2002) a regidao C-terminal de ambas as cadeias pesadas da miosina, no inicio

da haste, também é conhecida com meromiosina (Ligth meromyosin - LMM), e
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contém um dominio em espiral envolto em polimeros de miosina. A outra
porcao da haste esta conectada a cabeca da miosina no filamento espesso de
forma estrutural.

Cada cabeca de miosina apresenta um comprimento total de 17 a 19 nm
e os trés dominios supracitados estdo arranjados com os dois maiores na
ponta do segmento e o menor centralmente (CRAIG in ENGEL & FRANZINNI-

ARMSTRONG, 1994).

A cadeia pesada da miosina constitui a maior proteina do musculo
esquelético, servindo inclusive de base a classificacdo histoquimica tradicional:
tipo | (fibras lentas) e tipo Il (fibras rapidas). As diferengas entre as ATPases
miofibrilares, velocidade de encurtamento e a eficiéncia na geragcao de forga
estao diretamente relacionadas a presenca das diferentes isoformas da cadeia
previamente mencionada (BOTTINELLI et al., 1991; DENARDI et al.,1993). A
partir da hidrdlise do ATP, a interacdo entre o dominio motor da cabecga da
miosina interage com o sitio ativo da actina em uma grande rotagao angular,
resultando em um deslocamento de cerca de 100 A. Apés o fim do
encurtamento provocado por tal arranjo o ADP é dissociado e o complexo
actina-miosina retorna ao estado relaxado. Este ciclo pode ser repetido
inUmeras vezes em uma unica contragao (WEISS & LEINWAND, 1996; CLARK

et al., 2002).

Os tipos de isoformas de miosina podem ser considerados como
determinantes primarios desta propriedade contratil nos diferentes tipos de
musculo. Assim sendo, as isoformas da miosina tém recebido maior atencao
em relacdo a outras proteinas miofibrilares devido as diferencas encontradas

na velocidade de encurtamento associada a hidrélise do ATP no sitio catalitico
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localizado na cabega da miosina (SCHIAFFINO & REGGIANI, 1996; MEDLER
& MYCLES, 2003).

Ao menos nove isoformas da cadeia pesada de miosina foram
identificadas em musculo estriado de mamiferos (esquelético e cardiaco) e
estas foram designadas: embriogénicas, neonatais, cardiacas a €  ou de
contragao lenta tipo | (expressa em musculo esquelético, contragao rapida tipo
lia; lIx/lid e tipo lib; extra ocular e mandibular ou mastigatéria (m-MHC)
(SCHIAFFINO & REGGIANI, 1996).

A diferenciagdo miogénica, do tipo de fibra, por exemplo, pode ser
detectado em estagios iniciais do desenvolvimento embrionario (DIMARIO et
al., 1993; ONTELL et al.,, 1993; STOCKDALE 1997 citados por CHIN et al.,
1998), mantendo sua plasticidade em adultos, podendo ainda ser modificada
pelo treinamento desportivo, variagdes hormonais ou doengas sistémicas, tais
como a hipertensao arterial (HOLLOSZY & COYLE 1984; MASSIE et al., 1988;
IANUZZO et al,, 1991; SABBAH et al., 1993; WILLIAMS & NEUFER 1996
citados por CHIN et al., 1998).

Para D’Albis et al. (1995) citados por Baldwin & Haddad, (2001) a
isoforma embriogénica e neonatal sdo expressas predominantemente durante
o desenvolvimento do musculo esquelético e podem ser detectadas no tecido
muscular adulto durante processos regenerativos, bem como em musculos
especializados como 0 masseter e musculos extras oculares.

As isoformas a e B sdo expressas somente no musculo cardiaco. A
cadeia pesada a também pode ser encontrada em certos musculos
esqueléticos especializados, como o masseter (SCHIAFFINO & REGGIANI,

1996). Ainda para os mesmos autores, a expressao da cadeia B (tipo |I) ndo

32



aparece somente confinada ao musculo cardiaco, mas também pode ser
encontrada na embriogénese do musculo esquelético, sendo expressa em
maior quantidade em fibras de contragdo lenta no musculo esquelético.
Adicionalmente as isoformas de cadeia pesada do tipo |, o musculo esquelético
expressa varias outras como as isoformas do tipo lla, lIx, and IllIb. A isoforma
extra-ocular apresenta-se expressa somente nas proximidades do olho e
musculos da regido laringea assim como a isoforma mastigatéria esta expressa
somente na mandibula de animais carnivoros.

No ser humano, durante as fases de crescimento e desenvolvimento do
coracao, a isoforma B da cadeia pesada da miosina permanece dominante em
ventriculos normais, nao obstante terem sido relatadas a presengca de
pequenas quantidades de isoformas do tipo a (MIYATA et al., 2000). As
isoformas da cadeia pesada da miosina sofrem regulagdo em sua agao contratil
por diversos estimulos, tais como estimulos fisiolégicos, hormonais, mecanicos,
neurais dentre outros. (WEISS & LEINWAND, 1996) Em geral, a classificagcéo
das fibras de acordo com sua velocidade de contracdo, lenta ou rapida, € um
reflexo da expressao das diferentes isoformas lentas ou rapidas da cadeia
pesada da miosina. Fibras do tipo | (lentas) sdo recrutadas em uma baixa
frequéncia de estimulagao e sao oxidativas, no que diz respeito a ressintese de
energia para sua contragdo (ATP). Contrariamente, as fibras tipo lIx (rapidas)
necessitam de uma alta frequéncia de estimulacdo e apresentam resintese de
energia glicolitica, enquanto as fibras do tipo lla (também chamadas rapidas)
possuem caracteristicas intermediarias entre os tipos | e lIx (SCHIAFFINO &
REGGIANI, 1996; HESSELINK et al., 2001; RUSSELL et al., 2003). Os custos

da sintese e ressintese de ATP variam de forma diretamente proporcional a
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isoforma da cadeia pesada da miosina expressa no musculo. A co-expressao
destas isoformas pode aparecer em cerca de 30% dos individuos e varia de
acordo com a idade e o nivel de treinamento. Assim sendo, a determinagao da
isoforma da cadeia pesada da miosina predominante na composi¢ao muscular
apresenta-se como um importante indice de identificagao fenotipica do tecido
muscular (ANDERSEN et al., 1994; WILLIAMSON et al., 2000 citados por
COENEN-SCHIMKE et al., 2005).

Estas diferengas também estao evidenciadas na distribuicdo da miosina
presente nos atrios em relagdo a miosina presente nos ventriculos cardiacos
(FLINK et al., 1978; SATORI, PIEROBON-BORMIOLI & SCHIAFFINO, 1978).
No ventriculo, podem-se diferenciar, de acordo com a velocidade de
deslocamento, trés componentes distintos: um rapido e um lento, contendo
homodimeros de duas isoformas de cadeia pesada distintas quimicamente (a e
) e um heterodimero intermediario, composto por ambos os tipos citados. A
homologia entre estas isoformas é de 93% (McNALLY et al., 1989 citado por
STELZER et al., 2007; KRENZ , SANBE & BOUYER-DALLOZ, 2003).

A diferenca na composicao da cadeia pesada da miosina no midcito
cardiaco esta relacionada a caracteristica funcional nas regiées do coragao. O
ventriculo se contrai contra grandes pressdes, enquanto o atrio apresenta
maior velocidade e sobrecarga tensional. Assim sendo, as isoformas suprem,
de acordo com a velocidade de hidrélise do ATP, o mecanismo contratil de
modos diferentes (SWEENEY, ZAK & MANASEK, 1987; STELZER et al.,
2007).

Segundo Krenz, Sanbe & Bouyer-Dalloz (2003), sdo profundas as

diferengas entre as isoformas a e 3 em termos de geragao de forga, velocidade



de contracgao e atividade enzimatica (ATPase). As fibras do tipo Il (a —-MHC) em
coelhos, por exemplo, apresentam trés vezes mais velocidade de contracao e
cerca de 50% menos de forga contratil que as fibras do tipo | (3-MHC). Esta
diferenca em relacdo a forgca de contragdo, no entanto, nado foi descrita,
segundo os préprios autores, em ratos.

Em cardiomiécitos humanos, existe uma grande diferenca entre as
quantidades expressas das isoformas, estando a a-MHC em muito menor
quantidade (SCHIAFFINO et al., 1984; MIYATA et al., 2000; REISER et al.,
2001). O motivo desta discrepancia permanece obscuro. No entanto, alguns
autores acreditam que ha uma estreita relagcdo entre a menor quantidade e a
integralidade do midcito ventricular, visto que, durante estados de insuficiéncia
cardiaca, ocorre um aumento na expressao da mesma (STELZER et al., 2007).

Fitzsimons et al. (1998); Herron & McDonald, (2002); Rundell et
al..(2005); Korte et al. (2005) todos citados por Stelzer et al., (2007)
relacionaram este aumento a concomitante perda da capacidade funcional do
ventriculo.

Esta diferenca funcional e mecanica, entre as isoformas a e 3, reside em
duas regides formadas por 1881 residuos de aminoacidos que formam dois
‘loops”. O “loop” 1 (L1), cuja localizagao esta entre os residuos 213 - 223 forma
a cavidade do sitio de contato com a actina e o “loop” 2 (L2), na posicdo 624—
646, forma o sitio de ancoramento (KRENZ, SANBE & BOUYER-DALLOZ ,
2003). A comparacgao destes sitios com sequéncias do miécito humano revela
uma alta conservagao (WEISS, SCHIAFFINO & LEINWAND, 1999). Neste

sentido Spudich et al., (2002 citados por Krenz, Sanbe & Bouyer-Dalloz, 2003)
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propuseram que o L1 modula a velocidade de ressintese de ADP, enquanto o

L2 auxilia na regulagao da ressintese de ATP.

1.6 Adaptacdo do miocito ao exercicio

A pratica regular da atividade fisica tem sido reconhecida como um dos
fatores mais importantes na manutencao dos niveis de saude e qualidade de
vida, no tocante a sua acdo preventiva. Os niveis de aptidao fisica seriam,
entdo, um dos principais componentes desta melhoria (NIEMAN, 1999). Com
base neste conceito, fazem parte da aptidao fisica relacionada a saude
componentes que apresentem associagao direta ao melhor estado de saude e,
adicionalmente, demonstrem adaptacao positiva a pratica regular de atividade
fisica.

Neste sentido, é importante lembrar o conceito de adaptacdo ou
adaptabilidade. Segundo Gdartler , 1982 (citado por WEINECK, 2005),
adaptacao é o nome que se da a diferente assimilacdo dos estimulos, frente a
carga de treinamento, que pode ser atribuida a correlagdo organismo/meio
ambiente, sob o ponto de vista da predisposi¢cao hereditaria e sua expressao
genética. A adaptacdo € entdo, um principio biolégico relacionado a
manutencdo da vida, pois a cada novo estimulo, existe uma quebra da

homeostasia corporal e, por conseguinte, uma adaptacdo a nova situagao.

Para Yan (2000), a adaptacéo pode ser definida como uma mudanga na
estrutura, funcdo ou forma que possibilitaria uma melhoria nas condi¢cdes de

sobrevivéncia de um determinado animal em um dado ambiente. O musculo
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estriado € um tecido dinamico com grande capacidade de adaptacao produzida

por alteracdes de demanda funcional.

Além disso, o exercicio fisico € um potente indutor de adaptacdes nas
estruturas neuromusculares. Tais mudangas estido relacionadas, sobretudo, ao
tipo de exercicio desenvolvido. Porém, o exercicio caracteristico de forga
muscular € o melhor estimulo para induzir mudangas nas estruturas
musculares (WILMORE & COSTILL, 2001; GARRET JR & KIRKENDALL,
2000). A percepcao da importancia desta adaptacdo ao exercicio e seu
significado positivo para a saude existe ha séculos, mesmo antes de sua
perfeita compreensdo. Galeno, o pai da medicina moderna, em seu livro
Tratado De Sanitate tuenda — Hygiene (citado por NADER & NERY, 2003)
escrito no inicio do século |, ja fazia referéncias a importancia do exercicio e as
adaptacgdes fisioloégicas ao mesmo.

Zoppi (2005), afirma que grande parte dos estudos nesta area vem
focando principalmente a inducdo da hipertrofia muscular em decorréncia do
aumento na expressao de proteinas contrateis, tendo em vista a relagéo da
forca contrati com parémetros relacionados tanto a saude quanto ao
desempenho desportivo. Yang et al. (2002 citado por ZOPPI, 2005)
demonstraram uma das provaveis ligacbes entre o estresse mecanico da
sobrecarga imposta aos musculos e a regulagdo da expressao do gene que
codifica as moléculas de miosina. Os autores mostraram que tal regulagao é
feita pelo fator de crescimento mecéanico (Mechanic Growth Factor - MGF).
Esse fator de crescimento possui muita similaridade com o IGF-1 (/nsuline
Growth Factor) e esta presente apenas em células musculares que foram

sujeitas a tenséo.

37



O aumento da transcricdo das proteinas contrateis parece estar
associado ao processo de ativagao génica, estimulado pelo IGF-I, que sinaliza
aumento da transcricdo de proteinas contrateis (McKOY et al., 1999). Além
destes, Dunn et al. (2000) relataram a ativagao de varios genes envolvidos na
sintese de proteinas contrateis.

Por outro lado, existe também uma classe de inibidores que atua na
sinalizagcdo da hipertrofia muscular. A miostatina parece ser a principal
substancia inibitéria da sintese de proteinas contrateis (McPHERRON et al.,
1997; SHARMA et al., 2001) inibindo a ativacdo dos genes especificos das

proteinas contrateis.

1.7 Efeito do exercicio crénico sobre os miécitos cardiacos

A acdao do exercicio fisico e seus efeitos sobre o sistema
cardiocirculatorio encontram-se bem descritas na literatura. O aumento da
capacidade aerobia, representados por incrementos no VO,max., aumento da
perfusdo sanglinea no miocardio, além de melhorar a performance cardiaca,
parecem significar maior protegdo ao stress. (POWERS et al, 2002;
FREIMANN et al., 2005; STROM et al., 2005). Destes, parece ser um consenso
na literatura, a importancia o papel na prevencao da isquemia cardiaca a partir
do aumento da densidade e didmetro e dos capilares sanguineos no musculo
estriado; elevagdo do conteudo de mioglobina; aumento da capacidade
oxidativa (HEARSE, 1994). Natali (2004) e Ghorayeb (2005) descreveram a

hipertrofia cardiaca como um dos mais significativos resultados da adaptacao
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crbnica ao exercicio. Segundo Meloni (2005) a hipertrofia muscular € um
processo adaptativo, resultante de um aumento da area de secgao transversa
do musculo, como resposta ao aumento da sintese protéica, aumento do
namero e tamanho das miofibrilas, assim como a adicdo de sarcémeros no
interior da fibra muscular.

A hipertrofia ventricular secundaria ao exercicio pode ser vista como
forma de adaptacéo fisiolégica a sobrecarga de treinamento, comumente
encontrada em atletas de alto nivel. O exercicio correspondente ao treinamento
pode provocar alteragdes hipertroficas diferentes, de acordo com a sua
natureza. Os exercicios estaticos, isométricos ou anaerdbicos provocam
sobrecarga de pressao e aumento da espessura da parede, sem aumento da
cavidade ventricular. Ja os exercicios dindmicos, isotbnicos ou aerébios
impdem uma sobrecarga de volume que provoca aumento da espessura da
parede com aumento proporcional da camara ventricular (BARROS NETO,
1994).

Atletas de alto nivel, via de regra, estdo associados a modificagdes
morfolégicas no coragao, conhecidas como “coracao de atleta”. Essa hipertrofia
ventricular foi postulada inicialmente por Morganroth et al. (citado por PLUIM et
al.,, 1999). Ainda segundo os mesmos autores, essa hipertrofia pode ser
distinguida quanto a sua natureza por estar relacionada a exercicios de
endurance e a exercicios de forca. De acordo com esta teoria, atletas
envolvidos em atividades relacionadas a componentes dinamicos (ciclismo,
corrida, natacéo), desenvolvem predominantemente aumento do volume ejecéo
ventricular esquerdo associado a espessamento da parede ventricular

(hipertrofia ventricular) esquerda. Atletas envolvidos com exercicio estatico ou
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isométrico (fisiculturistas, levantadores de peso) apresentam hipertrofia
ventricular esquerda sem, no entanto, aumento concomitante do volume
ejecao. (PLUIM et al., 1999)

Essa relacdo pode ser verificada em um treinamento de natagdo de
longa duragao (60 minutos, 5 vezes na semana, durante 8 semanas), em ratos,
provocando uma adaptacao significativa em nivel cardiaco. Neste caso, houve
um aumento do volume ventricular (18%), de peso (13%) e do didmetro do
midcito cardiaco (21%), se comparados ao grupo controle, formado por ratos
sedentarios. (MEDEIROS et al., 2004)

Moore et al., 1993 demonstraram em ratos, como resultado de
exercicios continuos de longa duragdo, aumento dos midcitos no ventriculo
esquerdo sem, no entanto, alteragdes no didmetro e na espessura (hipertrofia
excéntrica). Em exercicios intermitentes, os mesmos autores constataram um
aumento significativo no didmetro celular, porém, sem alteragbes notaveis no
seu comprimento (hipertrofia concéntrica). Natali et al. (2002) demonstraram
incrementos de forga absoluta de cerca de 300%, quando comparada a valores
encontrados em animais sedentarios. Segundo esses autores, o aumento da
contratilidade intrinseca das células cardiacas se da, provavelmente, em
funcdo da modificagcao no influxo e efluxo de calcio no sarcolema.

Diffee & Nagle (2003) demonstraram que o exercicio crénico nao alterou
a velocidade maxima de contragao celular, porém observou-se um aumento na
velocidade de desenvolvimento de forga (contragdo com sobrecarga), ou seja,
modificagdo na relagdo tensado ativo-comprimento celular (mecanismo de
Frank-Starling) em midcitos do ventriculo esquerdo, acarretando,

consequentemente, uma maior contratilidade intrinseca.
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O exercicio de baixa intensidade e longa duracéo, endurance, também
demonstrou significativa queda na frequéncia cardiaca de repouso, 0 que,
segundo os autores, esta associado a maior estabilizacdo do sistema de
condugado do potencial de agdo no coragdo, bem como a diminuicdo da
estimulacao vagal. (The European Society of Cardiology e The North American

Society of Pacing and Electrophysiology, 1996 citado por PORTIER, 2001)

1.8 Tecnologia protedmica e o estudo molecular do musculo

O termo protebma, que pode ser definido como um equivalente de
genbma, para as proteinas, foi originalmente proposto em 1994 pelo
“Committee of the Conference “2-D Eletrophoresis; from Protein Maps to
Genomes” (SHISHKIN et al., 2004,) sendo inicialmente usado para descrever a
totalidade das proteinas codificadas pelo genoma (D’AMBROSIO et al., 2004;
VIVANCO et al., 2003). Para os mesmos autores este termo engloba ainda, a
identificacdo da fungao, modificacdes pos-traducionais, interacdo, localizagao,
atividade e estrutura tridimensional, dentre outros e, a partir dai, surge entdo a
protedmica.

Ainda sob esta otica, os crescentes avangos na biologia molecular no
século passado possibilitaram o conhecimento de uma enorme gama de
componentes celulares e teciduais referentes a genes e proteinas, como
resultado da decodificagdo do genoma de varios organismos, ampliando ainda
mais o escopo inicial do conhecimento humano. A crescente demanda aliada a

nova tecnologia computacional mudaram radicalmente a visdo do
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funcionamento de determinados organismos baseado no conhecimento da
funcao de novos genes. Sob esse aspecto, pode-se caracterizar o surgimento e
o desenvolvimento da protedbmica ou da genémica funcional, como o inicio da
identificacdo da fungao de milhares destas proteinas. (WESTERMEIER, 2001)

Apesar da caracterizagao relativamente simples do papel da protedmica,
as ferramentas utilizadas para sua analise apresentam-se muito complexas.
Para VIVANCO et al. (2003), existem inumeros métodos classicos e avangados
para a separagao e mensuragao global de proteinas de um tecido como os géis
bidimensionais (2-DE), a cromatrografia multidimensional e a espectrometria de
massa (MS), além de outros métodos que tentam avaliar o estado funcional da
proteina, sua interagdo como outras moléculas como, por exemplo, a
cristalografia, a difracdo por raios — X, ressonancia nuclear magnética e a
microscopia confocal.

A eletroforese bidimensional foi desenvolvida, simultaneamente por dois
pesquisadores diferentes O Farrell & Close no ano de 1975 (WESTERMEIER,
2001), sendo composta por dois estagios eletroforéticos diferentes de
eletroforese. Inicialmente, o primeiro estagio, conhecido como primeira
dimensao, consiste em uma focalizacio isoelétrica da proteina. Essa etapa do
processo baseia-se na mobilidade das proteinas em um determinado ponto
isoelétrico (pl) em um gradiente de pH. Isto ocorre em um suporte contendo um
gel, denominado, strip, que contém determinados tampdbes fixados. Esta
técnica foi desenvolvida por Gorg et al. em 1988. (WESTERMEIER, 2001;
VIVANCO et al., 2003) A segunda parte da eletroforese bidimensional,
chamada de segunda dimensao, usualmente utiliza um gel SDS-PAGE (Sddio

dodecylsulphate poliacrylamide gel electrophoresis) em um tampao de Tris-
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glicina ou Tris-cloro. A associacdo de agentes dissociantes e detergentes
facilita o deslocamento da proteina ao longo de um campo elétrico. Nesta
etapa, as proteinas sdo separadas por massa molecular. (WESTERMEIER,
2001; VIVANCO et al., 2003) O resultado deste gel passa entdo por um
processo de coramento, utilizando corantes especificos como o Comassie
Blue, a prata ou compostos fluorescentes, sendo digitalizado e analisado em
softwares especializados.

A eletroforese bidimensional tornou-se entdo uma ferramenta
indispensavel para o estudo do protebma e, aliado a tecnologia computacional,
tem oferecido significativas informagées em um so6 clique (acesso) tais como: o
nome; numero de acesso em bancos de dados; massa molecular; ponto
isoelétrico; sequéncia de residuos de aminoacidos etc... (VIVANCO et al.,
2003) Associado a estas informagbes uma outra técnica, a espectrometria de
massa, pode corroborar a sequéncia de uma determinada proteina para sua
identificacdo (ELRICK et al., 2006; LAM; LIND & SEMSARIAN, 2006; VIVANCO

et al., 2003).

1.9 Analises gendmicas e proteomicas dos efeitos do exercicio.

O efeito crénico do exercicio, também chamado de adaptacao, tem sido

estudado ao longo dos anos, na tentativa de estabelecimento, efetivo, de suas

alteragbes no organismo humano.
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Baldwin (2000), em uma interessante revisdo da literatura, aponta
importantes quebras de paradigmas, em diferentes momentos da ciéncia
desportiva, em relacado aos focos de estudo.

No final dos anos sessenta e comecgo dos anos setenta, buscava-se o
conhecimento das alteragbes primarias em nivel de organismo humano,
entretanto, com a introducdo e melhoria da acuidade das técnicas de biopsia
muscular, a evolugao das técnicas bioquimicas e o incremento de estudos em
animais dos efeitos agudos e crbénicos do exercicio, no inicio da década de
oitenta, o foco de estudo mudou, passando ao nivel celular e sub-celular,
periodo denominado pelo autor como “a era da bioquimica do exercicio”
(BALDWIN, 2000). Foi entdo, a partir do final da década de oitenta, que o
exercicio comegou a ser estudado sob a ética da biologia molecular. Isso se
deveu ao surgimento de novas ferramentas como o aprimoramento das
técnicas de clonagem, as tecnologias de sequenciamento, técnicas de PCR e
silenciamento génico, dentre outras.

Hoje, os genes tém sido estudados sob a ética de sua funcionalidade,
que envolve além de sua identificacdo, sua participagcdo em processos
fisiologicos e fisiopatolégicos, a expresséo de intermediarios da sintese
protéica e como isto influencia na funcdo ou disfuncédo celular, bem como a
funcdo e a capacidade de interagdo dessas proteinas. (YELLON & DOWNEY,
2003).

Sabe-se que diferentes regimes de treinamento (endurance e resistido)
utilizam diferentes formas de acéo, atuando por diferentes meios de regulagao
na tradugdo do RNA mensageiro (MRNA) de proteinas contrateis, aumentando

assim, a sintese dessas proteinas. Este aumento de expressdo reflete



diretamente na indugao da hipertrofia muscular (BOOTH & BALDWIN, 1996,
citados por BOOTH et al., 1998; BAAR & ESSER, 1999 citados por ZOPPI,
2005).

Existem, todavia, divergéncias no que diz respeito a generalizagbes
quanto ao aumento de transcritos em fungdo do aumento das concentragdes
do mRNA, uma vez que um significativo aumento da expressao deste acontece
em cerca de quatro horas apods o exercicio e o aumento da sintese protéica, no
entanto, pode se estender de trés a trinta e seis horas apds o exercicio
(BOOTH et al.., 1998).

Indmeros estudos tém sido desenvolvidos no intuito de compreender a
expressao de proteinas contrateis em varios tipos de musculos. Biral et al.
(1988) demonstraram haver trés isoformas de cadeia pesada de miosina em
humanos (MHC tipo I, lla e IIb) que, antes da utilizacdo da eletroforese, nao
haviam sido caracterizadas, uma vez que a utilizacdo de ensaios enzimaticos,
apresentavam atividade unica relativa a quebra de ATP. Em trabalho similar,
Hashimoto et al. (2003a), utilizando também eletroforese unidimensional (SDS-
PAGE), analisaram as isoformas a e [3 da cadeia pesada de miosina (presentes
no miécito cardiaco), determinando o aumento de sua sintese a partir do
exercicio, bem como os niveis de expressdo do carreador de glicose
GLUT4.

Estudos posteriores, em uma analise multifatorial de varios tecidos de
mamiferos, inclusive muscular esquelético, avaliaram a utilizagdo do gel
bidimensional de eletroforese como de grande contribuicdo ao entendimento de
processos biolégicos (D’AMBROSIO et al., 2005). Alguns estudos corroboram

essa afirmacgéo ressaltando, no entanto, a grande dificuldade de estabelecer,

45



utilizando a técnica de eletroforese bidimensional, estudos que envolvam a
cadeia pesada de miosina, devido a baixa solubilidade de proteinas com alta
massa molecular (SHISHKIN et al., 2004). Tal questao parece ter sido resolvida
em parte por Short et al. (2005) que demonstraram aumento de expressao da
cadeia pesada de miosina a partir do exercicio de longa duragao, utilizando a
técnica de SDS-PAGE. No entanto, neste caso especifico, as analises sao
consideradas preliminares uma vez que a miosina foi caracterizada somente
com relagdo a sua massa molecular em um gel de eletroforese unidimensional.
Estudos através de géis bidimensionais provavelmente mostrariam maiores
detalhes desta relagdo, mas a técnica de hidratacdo para a primeira dimensao
de géis bidimensionais ainda permanece um desafio a ser resolvido e
executado. Alguns testes tém sido feitos, utilizando strips manufaturadas de
agarose, mas nenhum resultado conclusivo foi obtido até este momento (ZHAN
& DESIDERIO, 2003 citados por SHORT et al., 2005).

Por estes motivos, a maior parte dos recentes estudos que objetivam
caracterizar adaptagbes estruturais no musculo esquelético, utilizando géis
bidimensionais, fazem-no utilizando a cadeia leve da miosina (MLC) como
marcador molecular (PIEC et al., 2005; DONOGHUE et al., 2005; SEO et al.,
2006). Analises das respostas induzidas pela sobrecarga e auséncia de carga
(gravidade zero), por exemplo, apontam como causas da diminuicdo da tensao
gerada pelo musculo soléo de ratos a redugao na expressao da cadeia leve da
miosina (MLC) (SEO et al, 2006). Esta diminuicdo poderia reduzir
significativamente a estabilidade da estrutura do filamento de miosina.
Resultados adicionais mostraram, através de analises de protebmica, o

aumento da velocidade de contracdo no grupo submetido a sobrecarga,
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provavelmente, deveu-se ao aumento de trés a seis vezes da cadeia leve da
miosina do tipo Il, concomitantemente, a um aumento em cerca de nove vezes
na expressdo de algumas enzimas glicoliticas como a creatina quinase e a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (SEO et al., 2006).

Outros estudos associam o decréscimo da massa muscular, também
conhecida como sarcopenia, a perda de proteinas contrateis (PIEC et al.,
2005). Este resultado foi obtido a partir de uma associagao do fenétipo com a
reducao da intensidade de “spots” em géis bidimensionais referentes a cadeia
leve da miosina do tipo | e lla. O mesmo autor observou ainda uma diminuigcao
da expressdo de actina e do filamento de miosina como um todo. No entanto,
foi impossivel verificar a expressao da cadeia pesada, que parece ser a maior
responsavel pela contragdo muscular (PIEC et al., 2005).

Finalmente, analises em 2D-E mostraram que respostas evocadas por
estimulos de alta intensidade quando comparados a estimulos de pequena
intensidade demonstraram significativas diferengas de expressdo em um grupo
de vinte e uma proteinas, que foram posteriormente identificadas por
espectrometria de massa. Estes resultados revelaram, dentre outras
informagdes, uma diminuicdo significativa nas isoformas da cadeia leve da
miosina e na troponina T, associadas as fibras do tipo Ilb, responsaveis pela
contracao rapida (DONOGHUE et al., 2005). Este dado corrobora com outros
supracitados na afirmacdo que a diminui¢cdo do filamento de miosina seria o
principal responsavel pelo decréscimo de massa muscular.

O aumento da expressao de MHC-a em detrimento da expressao de
MHC-B, no ventriculo esquerdo de ratos submetidos a treinamento de

endurance, foi demonstrado por Rupp (citado por HASHIMOTO et al., 2004) e
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por Hashimoto et al., (2004) que sugerem que isto esta relacionado a
compensagao ao menor custo energético relacionado a menor disponibilidade
de oxigénio.

Todavia o mecanismo responsavel pelo aumento desta expressao, bem
como a diferenciacédo do tipo de isoforma expressa, ainda permanece oculto.
lemitsu et al., (2001) demonstraram que este incremento pode estar
relacionado ao aumento da expressao de RNAm de receptores a-adrenérgicos.

Estes resultados foram encontrados tanto em ratos hipertensos quanto
em treinados e sugerem uma relagcdo com o aumento da concentracdo de
AMPc intracelular que, por sua vez, necessita de mecanismos mais rapidos de
sintese de ATP. Aumentos na velocidade de sintese e aumento da velocidade
contracdo estdo diretamente relacionados a ativagcdo da ATPase da MHC-a.
Sugere-se ainda que o exercicio de baixa intensidade aumente o metabolismo
glicolitico sem concomitante aumento do metabolismo oxidativo devido ao
incremento de enzimas (glicoliticas e decréscimos de enzimas e

transportadores oxidativos (IEMITSU et al., 2001).

1.10 A utilizacdo da protebmica no estudo de marcadores

biol6gicos para doencas do coracéo

A publicaggo do genoma humano abriu caminho para novos
questionamentos e, por que nao, esperanga de tratamento para doencas,

principalmente as de grande impacto so6cio econbémico. A protedmica
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representa um importante papel na descoberta dos mecanismos de agao de
doengas, bem como a concepcado de alvos para novas drogas. Outra acao
significativa é a identificacdo de marcadores bioldgicos associados a estas
doengas que podem auxiliar na determinacdo dos diferentes estagios
biolégicos de uma determinada patologia. (ARRELL, NEVEROVA & VAN EYK,
2001; ELRICK et al., 2006)

A OMS (Organizagao Mundial de Saude) citada por Lam, Lind e
Sesariam (2006), indica que as doengas cardiovasculares, resultantes da
disfungdo cardiaca, sao consideradas, hoje, como a maior causa de
mortalidade no mundo. Segundo O’'Donnell (2000), um dos principais objetivos
da proxima década sera o conhecimento das doencas do sistema
cardiocirculatério. A elucidagcdo do comportamento de determinados genes
desde sua transcricdo até sua expressdo podera oferecer grande subsidio a
esta acao Assim sendo, a protebmica cardiaca tem papel fundamental na
interpretacao destas mudancgas.

O atual foco de estudo destas doencas € a identificagcao e determinacao
dos possiveis agentes causais envolvidos nestes processos patoldgicos, bem
como, seu potencial papel diagndstico (ABDELAIZ et al., 2004; HANASH, 2003
citados por DAMBROSIO et al, 2004; WHITE et al., 2005). Para a
determinagdo de marcadores biolégicos de lesdes no miocardio, a grande
especificidade do tecido cardiaco € um evento crucial. A sensibilidade a leséo
associada as caracteristicas teciduais tornam a descoberta destes marcadores
um importante passo na determinacao assertiva de condutas de tratamento e a

possibilidade de cura (DOLCI & PANTEGHINI, 2006).
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De um modo geral, a faléncia cardiaca, resultado das doencgas do
coracao, é considerada a maior causa de morbidade e mortalidade nos paises
desenvolvidos, podendo ser resultado de doengas sistémicas, como a
hipertensao arterial e isquemia cardiaca, ou associada a doengas musculares,
cardiomiopatia dilatada. Na maioria dos casos, os mecanismos fisiopatoldgicos
da faléncia cardiaca ainda n&o estdo completamente esclarecidos. Sugere-se,
no entanto, uma estreita relagcdo com alteragbes em genes especificos e na
expressdo de determinadas proteinas no musculo cardiaco. (DUNN, 2000;
ARRELL, NEVEROVA & VAN EYK, 2001)

Ainda segundo o mesmo autor, apenas recentemente comecgou-se a
estudar a faléncia cardiaca sob a 6tica molecular das alteracdes nas proteinas
contrateis. Sendo assim, varios estudos tém sido elaborados na intencédo de
conhecer melhor estes comportamentos associados. Hoje, existem varios
bancos de dados que contém informagdes sobre proteinas cardiacas ja
identificadas em varios organismos como ratos, porcos e homem.
(McGREGOR & DUNN, 2006) Estes dados facilitam a construgcdo de novos
paradigmas e a orientagao de novos estudos a respeito do tema. (DUNN, 2000)

Estudos comparativos em seres humanos que avaliaram a insuficiéncia
cardiaca utilizando 2D-E em pl de 4 a 7 revelaram mais de sete mil spots de
proteinas. Destes, sessenta e dois sao expressos diferencialmente em
coragdes afetados e apenas vinte e trés foram identificados. (HEINKE et al.,
1998) Estes estudos demonstraram o decréscimo de enzimas oxidativas
(creatina quinase M; citocromooxidade C; citocromo b5; mioglobina e 3,2-trans-

enol-CaA transferase) que, segundo estes autores podem estar relacionadas a
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diminuicdo do aporte energético como resultado da faléncia do midcito
(WEEKES et al., 1999; PRENTICE & WEBSTER, 2004).

McGregor & Dunn (2006) relataram ainda que, na cardiomiopatia
dilatada, que € uma doenca de etiologia desconhecida, caracterizada pela
perda da funcdo sistdlica que resulta em faléncia cardiaca, cerca de cem
proteinas cardiacas, analisadas por eletroforese bi-dimensional, tiveram sua
expressao significativamente modificada (Li et al., 1999; KNECHT et al., 1994;
DUNN, CORBETT & WHEELER, 1997; PLEISSNER et al., 1997; SCHELER,
1999 todos citados por McGREGOR & DUNN, 2006) Isto demonstra um
imenso caminho a ser seguido na investigagcao do escopo destas modificagdes
que provocam a disfungdo cardiaca resultante. A determinagdo dos
marcadores bioldgicos associados a estas doengas certamente sdo de extrema
importancia para o diagndstico e tratamento.

Um dos marcadores propostos sdo as isoformas | e T da troponina, uma
proteina estrutural do midcito cardiaco. A expressao desta proteina tem sido
considerada chave no diagndéstico do infarto agudo do miocardio, visto que a
lesdo provocada pelo infarto tem como consequéncia a necrose do tecido
cardiaco que provoca o aumento expressivo desta na circulagdo sanguinea,
especificamente de dois complexos protéicos oxidados, nas regides N e C-
terminal. (APPLE, 2006; JAFFE, BABUIN & APPLE, 2006)

Outro marcador promissor € a creatina quinase (CK) e suas respectivas
isoformas. A CK é um potente carreador fosfatado do citosol celular, que esta
associado a angina pectoris. Uma vez que sua quantificacédo é rapida e barata,
parece ser o futuro do diagnéstico simplificado do infarto agudo (JAFFE,

BABUIN & APPLE, 2006).
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Os mesmos autores citam ainda um outro marcador de alto valor
biolégico, a proteina C-reativa, cujo receptor foi descrito recentemente.
(DEVARAJ, DUCLOS & JIALAL, 2005 citados por JAFFE, BABUIN & APPLE,
2006). A determinacdo de seus valores séricos € considerada um potente
indicador de infarto (valores acima de 10 mg/l), alto risco de infarto (valores
entre 3 e 10mg/l) e valores abaixo de 1 mg/l como indicativo de baixo risco de
infarto.

Além desta proteina, o estudo da via de transducio de sinal da enzima
proteina quinase C (PKC), pode ser associada a isquemia do miocardio e a
condicbes pré-isquémicas. Sua deteccdo e seu bloqueio provocam tanto a
reducdo do infarto quanto a necrose tecidual associada a este (MARBER,
WALKER & YELLON, 1994 citados por McGREGOR & DUNN, 2006).

As alteracbes pos-traducionais associadas ao stress provocado, por
exemplo, pelo infarto, podem ser demonstradas pelo grande numero de heat
shock proteins, HSP, expressas no mesmo tecido (ARRELL, NEVEROVA &
VAN EYK, 2001). A sintese de quinze espécies diferentes de HSP27
encontradas em ensaios imunohistoquimicos ilustra o grande potencial destas
analises.

ANDERSON (2005), em uma extensa revisdo da literatura, relata a
capacidade de deteccdo de cerca de mil proteinas séricas diferentes destas,
cento e setenta e sete sdo potenciais biomarcadores protéicos, relacionados a

doenca do coracao, o que demonstra o imenso campo de estudo a frente.
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1.11 Objetivo geral

Estabelecer a relagdo entre diferentes niveis de carga e o aumento da
expressdo da cadeia pesada de miosina no midcito cardiaco de Rattus

novergicus por meio de técnicas proteémicas.
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1.12 Objetivos especificos

- Quantificar a expressao da cadeia pesada de miosina, no miécito
cardiaco de ratos adultos machos submetidos a treinamento de
natacdo durante oito semanas, trés sessbes semanais com 30
minutos de duragao com 2,5; 5,0 e 7,5% de intensidade (sobrecarga
relativa ao peso corporal total do animal) utilizando a técnica de
eletroforese bidimensional e espectrometria de massa.

- Avaliar os efeitos do exercicio sob ponto de vista histopatolégico do
midcito cardiaco de ratos adultos machos submetidos a treinamento
de natacdo durante oito semanas, trés sessbes semanais com 30
minutos de duragcédo com 2,5; 5,0 e 7,5% de intensidade (sobrecarga

relativa ao peso corporal total do animal).



2 MATERIAIS e METODOS

2.1 Preparagéo e manejo dos animais.

Foram utilizados 40 ratos machos Wistar (Rattus norvergicus),
isogénicos com 12 (x 3) semanas de vida. O peso médio inicial de cada
individuo foi de 230 (+ 15)g. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas
(cinco animais por gaiola) com temperatura média de 22,5°C (+ 1,5)°C, luz
controlada em ciclo de doze horas (claro/escuro), alimentados com racao

padrao roedores Labina® (Purina) e agua ad libitum. (Figura 05)

Fig 05. Gaiola, local de manuten¢cao e manejo dos animais.

Para o experimento os animais foram subdivididos, de forma aleatoria,
em seis grupos: um grupo controle e cinco grupos de individuos submetidos ao

treinamento durante doze semanas com sobrecarga individualizada por rato.

O grupo de treinamento foi dividido da seguinte forma:
- GT4, 2,5% (dois virgula cinco por cento) de sobrecarga relativa ao peso
corporal total do animal, considerado exercicio de baixa intensidade segundo

Lancha Junior (1991);
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- GTy, 5,0% (cinco por cento) de sobrecarga relativa ao peso corporal
total do animal, também considerado exercicio de baixa intensidade segundo o
autor supracitado.

- GT;, 7,5% (sete virgula cinco por cento) considerado
consequentemente exercicio de alta intensidade segundo o autor supracitado.

O grupo controle (GC) foi composto de dez ratos que nao foram
submetidos a nenhum tipo de treinamento, sacrificados ao fim do periodo de

treinamento.

Cada grupo de animais teve seu peso corporal total aferido
semanalmente em uma balanga marca Filizolla® modelo EF1100 com

acuidade de 1,0 gr (um grama).

Com a finalidade de adaptagcdo ao meio liquido, os animais foram
submetidos durante uma semana a trés sessfes de natagcdo, em dias
alternados, com duracdo de 5, 10 e 15 minutos cada, sem nenhuma
sobrecarga.

Visando a adaptacdo a sobrecarga, bem como ao aparato de
sobrecarga, 0s animais realizaram por duas semanas, nas mesmas
caracteristicas fixadas do programa de exercicio, duas semanas com 2,5%
(dois virgula cinco por cento) de sobrecarga.

Os grupos treinados foram compostos por dez animais cada, submetidos
ao treinamento de natagdo. Devido a especificidade e a intensidade do
exercicio, os animais participaram de dois modelos de treinamento diferentes.
(Tabela 02). Os grupos GT1 e GT, foram submetidos a treinamento continuo
trés vezes por semana, em dias intercalados, com duragao de trinta minutos

por sessdo. O grupo GTj; foi submetido a treinamento intervalado planificado da
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seguinte forma: durante a terceira semana (primeira semana com sobrecarga
maxima), 30 segundos de exercicio com 2 minutos de intervalo (6 séries de 30"
x 2' de intervalo); Na segunda semana: 45 segundos de carga com 1'45 minuto
de intervalo (6 séries de 45" x 1'45 de intervalo) e, a partir da terceira semana,

6 séries de 1'30 minuto de exercicio com 1'30 minuto de intervalo

Tabela 02. Planificacdo do treinamento dos animais. Periodo dividido em
semanas com variacdo de cargas por grupo de treinamento, (GT). GT; : Grupol; GT,

Grupo 2; GT; e Grupo 3.

Semana GT,/Carga GT,/Carga GTs/Carga
1° Adapt. 0 0 0
2° Adapt. 0 0 0
3° Adapt. 2,5% 2,5% 2,5%
4° Trein. 2,5% 5% 7,5%
5° Trein. 2,5% 5% 7,5%
6° Trein. 2,5% 5% 7,5%
7° Trein. 2,5% 5% 7,5%
8° Trein. 2,5% 5% 7,5%
9° Trein. 2,5% 5% 7,5%

10° Trein. 2,5% 5% 7,5%
11° Trein. 2,5% 5% 7,5%
12° Trein. 2,5% 5% 7,5%
13° Trein. 2,5% 5% 7,5%
14° Trein. 2,5% 5% 7,5%
15° Trein. 2,5% 5% 7,5%

O treinamento foi realizado em um tanque de amianto medindo 100 x

100 cm, contendo agua a uma altura de 50 cm a cerca de 31°C. (Figura 06)

57



Figura 06 Tanque de amianto utilizado para o treinamento de natagdo. Didmetro
de 100cm e profundidade de 100cm.

A sobrecarga adicionada a amostra foi colocada atada a regiao peitoral,
utilizado um aparato constituido de uma fita de velcro (macho/fémea) e um
invélucro manufaturado com fita adesiva marca 3M® modelo Silver Tape de
filme de polietileno (0,25 mm x 9,8 mm).

O aparato foi colocado de modo a permitir total movimentacdo de
membros superiores, bem como a amplitude de movimentos respiratorios dos
sujeitos do estudo (Figuras 07A e 07B)

Os animais foram sacrificados ao final de cada respectivo periodo de
treinamento, por meio de tor¢do cervical apés a sedagcdao com cloroférmio a
100%.

Cada animal foi dissecado sendo o coragado removido (Figura 08). Apos
a remogao, o ventriculo esquerdo foi seccionado e fragmentado em trés
segmentos de cerca 0,5 cm de espessura cada (Figura 09). Dois destes foram

imediatamente congelados com nitrogénio liquido e armazenados
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separadamente a 80°C negativos e o terceiro fragmento foi colocado em

solucao de formol a 10 %.

Figura O7A. Aparato de sobrecarga. 07B. Rato utilizando o aparato de sobrecarga,
atado ao corpo, durante o exercicio.

2.2 Preparacao das amostras

2.2.1 Confeccdo das Ilaminas histolégicas para a analise

microscopica

Apos a coleta do tecido (fragmentos de tecido muscular do ventriculo
esquerdo), estes foram colocados em um frasco contendo formol a 10 % por 2
(dois) dias para ser devidamente fixado.

Apos esta primeira etapa de fixagdo, o material foi clivado para a
descricdo macroscoépica do material recolhido, especificando as caracteristicas
proprias como peso, consisténcia, coloracdo, tamanho. ApsOs este

procedimento, os fragmentos foram armazenados em cassetes histologicos.
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Na segunda etapa, o material coletado foi preparado em um processador
automatico (autotécnico), marca Lupe® modelo PT02 (Figura11), composto de
12 (doze) cubas assim divididas (Figura 10):

- 2 cubas contendo formol (solugéo de formol a 10 %).

- 5 cubas de alcool etilico, assim especificadas: 1 cuba de etanol a 70 %,
1 cuba de etanol a 80 %, 1 cuba de etanol a 90 %, 2 cubas de etanol absoluto
a 99,8 %. O objetivo desta etapa é desidratar o material, ou seja, retirar toda a
agua deste.

- 3 cubas de xilol (xileno), onde o material passara por um processo de
clareamento, ou melhor, de diafanizagcdo, do seguinte modo: 1° cuba
xilol/etanol a 50%; 2° cuba de xilol a 100% durante uma hora e a 3° cuba de
xilol também a 100% por 30 minutos.

- 2 cubas de parafina, com a finalidade de preencher o espago que a

agua e a gordura do material ocupavam (impregnacao).

Figura 08 Dissecacéao e retirada do coracéo.

Logo apds, o material foi levado para a inclusdo (Figura 11) em moldes
de aluminio, que por sua vez foram preenchidos com parafina purificada a

temperatura de 55 (+1)°C. O material emblocado foi tratado, até chegar ao
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fragmento propriamente dito, e a seguir encaminhado para a geladeira por 10

minutos, com a finalidade de tornar a parafina menos quebradica.

&

Figura 09 Separacéo e fragmentacédo do ventriculo esquerdo.

Apo6s gelado, o bloco foi levado para o microtomo, marca Leica®,

modelo RM2125RT, onde este foi cortado a uma espessura de 3 a 4.

Figura 10 Processador de tecidos autotécnico.

Retirado o corte, o bloco foi preparado (banho histolégico) em agua a
60° C para a colocagao em lamina de microscopia (26 x 76 mm e espessura de
1,0) em seguida aquecido em estufa a uma temperatura de 60° C por 10

minutos para a aderéncia na lamina.

61



7

Figura 11. Cuba de inclusdo onde o fragmento e tecido é emblocado em parafina

Apos 10 minutos, estas laminas passaram por um processo de
coloracéo (Figuras 12A e 12B), em hematoxilina, (solu¢ao de 5,0 gramas de
hematoxilina; 50,0 mL de alcool absoluto; 100 gr de alumen de potassio; 2,5 gr
de O;Hg e 1,000 mL de dH,O) por 30 segundos a seguir foram levadas em
agua corrente para retirar o excesso do corante.

A seguir as laminas foram submetidas a alcool etilico a 70%, antes de
serem coradas em eosina (100 mL de eosina; 10 mL de floxina basica; alcool
etilico a 95 % e 4 mL acido acético), por 20 segundos. Por fim, as laminas
foram desidratadas em cinco cubas com alcool etilico, sendo uma a 70%, uma

a 80%, uma a 90%, duas a 100% e trés cubas contendo xilol para diafaniza-las.

Figuras 12A e 12B. Processo de coramento do tecido.
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Ao final do coramento, as laminas foram montadas (Figura. 13),
utilizando-se cola Entellan Microscopy® e uma laminula (dimensdes 24 mm X
32 mm). O processo de confecgao das laminas foi realizado no laboratério de

histopatologia da Universidade Catdlica de Brasilia.

Fig.13 Tecidos corados e fixados nas laminas para a andlise histoldgica.

2.2.2 Extracdo para a quantificagdo protéica.

As amostras do tecido muscular (cerca de 100 mg) foram
homogeneizadas em uma solugdo contendo 250 mM de sacarose, 2 mM de
EDTA, e 10 mM de Tris-EDTA em pH 7,4 e centrifugadas a 4.000 rpm x 10 min.
Apos este procedimento o precipitado foi ressuspendido em uma solugdo com
176 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCL e 2 mM de EDTA em pH 7,2. Para a

determinacao do teor total de proteinas, foi utilizado o método Bradford, (1976
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apud GALLO, 2006) a uma absorbéancia de 595 nm em um espectrofotometro
modelo Ultraspec pro 3100, marca Amersham Bioscience® (Figura 14)
O reagente de Bradford foi constituido por 100 mg de Azul de Comassie
G-250; 50 ml de etanol a 95%; 100 ml de acido fosférico (H3PO4) a 85%,
sendo o volume da mistura aferido para 1000 ml e filtrado duas vezes em papel

de filtro qualitativo.

Figura 14 espectrofotdbmetro modelo Ultraspec pro 3100 marca Amersham
Bioscience®

O teor de proteina das amostras foi calculado, tomando-se por base os
dados de uma curva padrao obtida com albumina de soro bovino (BSA).
(GALLO, 2006). Apos isto, as amostras foram ajustadas para 3 mg/ml segundo
o protocolo descrito por Short et al.. (2005) e dialisadas utilizando o kit de Mini-
dialise com cut-off de 1 kDa e volume maximo de 2mL marca Amersham
Bioscience®, “overnigth”, sendo posteriormente concentradas em um “speed

vacuom” modelo Concentrator 5301 marca Eppendorf® .



2.2.3 Anélise Eletroforéticas

As proteinas foram separadas e avaliadas por eletroforese uni e
bidimensional em um gel SDS-PAGE (TALMADGE & ROY, 1993 citado por
SHORT et al., 2005), em equipamento modelo Multiphor Il marca Amersham
Bioscience® (Figura 15).

Para o SDS-PAGE, unidimensional as amostras foram aquecidas a 94°
C por 4 minutos, resfriadas em temperatura ambiente e, posteriormente,
aplicados 20 pL em um gel de poliacrilamida de 0,75 mm de espessura
formado por uma malha de 8%, gel de separacéao e 4% para o staking gel. Para
a preparagao do gel de separagéo, foi utilizada uma solugéo contendo 5,0 mL
de acrilamida a 10 %; 3,12 mL de tampao Tris-HCI pH 8,8; 6,63 ml de agua
MilliQ®; 0,62 mL de glicerol; 0,125 ml de APS (persulfato de amoénio), a 10 % e
0,006 ml de TEMED (N, N, N’, N’-tetra metiletilenodiamina). Para o staking gel,
foi utilizada uma solugédo de 1,0 mL de Acrilamida a 10 %; 0,72 mL de tampéo
Tris-HCI pH 6,8; 0,75 ml de agua MilliQ®; 0,1 mL de APS (persulfato de
amonio), a 10 % e 0,006 mL de TEMED.

O gel unidimensional foi submetido a uma corrente elétrica de 250 V, 30
mA e 10 W de poténcia durante cerca de oito horas a uma temperatura de

15°C.
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Figura 15 Equipamento para 2D-E modelo Multiphor Il (Amersham Bioscience®),
a) cuba de focalizacdo isoelétrica b) cuba de eletroforese ¢) banho de circulacéo d)
fonte de alimentacgao elétrica.

Para a primeira dimensao do 2D-E, a amostra foi diluida em 250ug de
um tampao de reidratacdo, contendo 8,3 M de uréia; 1 M de tioureia; 2% de
CHAPS (cholamidopropyl dimethylammonio propane sulfonate); 0,28% de DTT
(dithiothreitol); 2% de um tampao, contendo uma solugcéo de anfdlitos para o
equlibrio das proteinas (IPG Buffer - immobilized pH gradients) pH 3 -11 e 0,01
de azul de comassie R-250. Cada “strip” (tiras de imobiline de 13 cm e pH
variando de 3 a 11) foi rehidratada em repouso, durante dezesseis horas a
temperatura ambiente.

Apos isto, as tiras foram reequilibradas com uma solugédo contendo 6 M
de uréia; 50 mM de tampéo Tris-HCI; 30 % de glicerol; 2 % de SDS, sendo

adicionado imediatamente antes do inicio do procedimento 0,1 % de DTT.
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As tiras foram submetidas a focalizagdo em um processo composto por
trés fases distintas: inicialmente as tiras foram submetidas, por trinta minutos, a
uma corrente elétrica de 500 V. Em seguida, a corrente foi aumentada para
1.500V durante uma hora e trinta minutos e, a seguir, a corrente foi novamente
aumentada desta vez para 3.500 V durante cinco horas. Em todas as etapas
deste processo, a amperagem e a poténcia foram constantes em 50 mA e 10
W e temperatura de 15° C.

Para a segunda dimenséo, foi confeccionado um gel de SDS-PAGE com
2 mm de espessura € 8% de malha de separagao. Para sua preparacgéao, foi
utilizada uma solugdo contendo 20,0 mL de acrilamida a 10 %; 14,5 ml de
tampao Tris-HCI pH 8,8; 12,5 mL de agua MilliQ®; 2,5 mL de glicerol; 0,75 mL
de APS, a 10 % e 0,048 mL de TEMED.

O gel foi submetido a uma corrente elétrica de 250V, 30 mA e 10 W de

poténcia durante cerca de oito horas a uma temperatura de 15°C.

2.3 Coloracéao do gel

Apds a corrida, o gel foi colocado em uma solugao descorante com 50%
de metanol e 10% de &cido acético (SHORT et al., 2005) por duas horas. Para
o coramento do gel, foi utilizado o protocolo descrito por pelo mesmo autor
onde o gel é posto inicialmente em agua MilliQ® e, logo apéds, incubados
durante 5 min. em uma solucdo contendo 8 mM de tiosulfato de sddio
(Na2S,03). Depois de trés lavagens consecutivas com 30 segundos de duragao

em agua MilliQ®, o gel foi incubado por 25 min. em uma solugdo com 12 mM
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de nitrato de prata (AgNO;) e, posteriormente lavado por trés vezes, um minuto
de duragdo cada, em agua MilliQ®. Depois de incubado durante dez minutos
em solugcado contendo 280 mM de carbonato de sddio (Na;CO3); 0,16 mM de
tiosulfato de sodio (NaxS203) e 2 % de formaldeido e estabilizado por 10 min.
em uma solucao de 37,2 mM de sédio-EDTA, (Na,-EDTA), foi posteriormente
lavado em agua MilliQ®.

Os géis corados foram envolvidos em papel celofane e escaneados em

equipamento modelo Scanjet 5590 Digital Flatbed, marca Hewlett-Packard®.

2.4 ldentificacdo protéica por espectrometria de massa

Com o objetivo de identificar o spot referente a cadeia pesada da
miosina, foi utilizado o método “peptide mass fingerprinting”, utilizando um
espectometro de massa MALDI-TOF/TOF (Matrix Assisted Laser Desorption
ionizated Time of Flight-Time of Flight), marca Bruker Daltonics®, modelo
UltraFlex Il MALDI-TOF/TOF

Os “spots” foram removidos e digeridos de acordo com Shevchenko et
al., (1996), com auxilio de uma lamina estéril para bisturi, marca/fabricante
Paramount® e dispostos em recipientes do tipo eppendorfs onde foram
adicionados 300uL de acetonitrila a 100%, durante 5 min. quando foi entéo
retirado do sobrenadante, concentrada em “Speed Vac” e incubada a 56°C por
1 hora em 50uL de 10 mM de DTT em 100 mM de NH4sHCO3;. Em seguida a

amostra foi encubada por 45 min. em temperatura ambiente e local escuro em
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uma solugcdo de 50ul de iodoacetamida e 55 mM de NH4HCOs;. Apds isto,
foram realizadas duas lavagens com 100uL de 100mM de NH4HCO3; e 100 pL
de acetonitrila por 10 min. e, subsequentemente, concentrada em “Speed Vac’.
A rehidratacao foi feita em uma solugcéo de 50uL de mM NH4HCO3, 5mM de
CaCl; e 600ng de tripsina Gold marca Invitrogen® em gelo durante 45 min. A
seguir o sobrenadante foi substituido pela mesma solugédo, sem tripsina, e
encubadas durante 24h a 37°C.

Os peptideos foram extraidos com uma lavagem em uma solugao de
50uL de 20 mM de NH4HCO3; em 4 lavagens, com duragdo de 20 min. cada,
em uma solucdo de 5% TFA (acido trifluoracético) e 50% de acetonitrila. A
seguir foi aplicado 2uL de amostra diluida em TFA 1.0% adicionando 6uL de
uma matriz composta por acido sinapinico (em uma solugdo dissolvida de
acetronitrila/acido trifluoracético 0.1% 1:1, v/v). Em seguida, a solucao foi
homogeneizada em um agitador tipo vortex e 0,5uL foi aplicado no UltraFlex Il.

As amostras foram secas a temperatura ambiente e o espectrébmetro foi
operado em modo linear para obtengdo das massas dos fragmentos gerados
pela tripsina. Os ions das amostras foram submetidos a irradiacao
automatizada, onde o laser foi operado com poténcia modulada (de baixa para
alta), com 200 tiros aleatérios, utilizando um método de procura hexagonal. Os
espectros resultantes foram armazenados para posterior analise.

Apos a identificacdo por PMF as sequéncias encontradas foram
comparadas ao banco de dados nao redundante do NCBI (National Center for
Biotecnology Information) utilizando como ferramenta o software MASCOT
versao 2.1.0, Matrix Science®, (disponivel em http://www.matrixscience.com/

search_form _select.html) assumindo carboximetilagdo e oxidagcdo da
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metionina como modificagbes. Os resultados encontrados foram avaliados
segundo “score” significativo e comparado a massa molécula e ponto

isoelétrico do “spot” em analise.

2.5 Determinacdo do Limiar anaerdbio

Os animais foram submetidos a um protocolo de natacdo com
incrementos de carga correspondentes a 1% da massa corporal a cada 3
minutos até a exaustao com intervalos de 60 a 90 segundos onde era realizada
coleta sanguinea e permuta de carga de trabalho.

Amostras de 2uL de sangue eram coletadas através de corte na
extremidade distal da cauda, em capilares heparinizados. Imediatamente apds
a coleta o sangue era armazenado em uma solucao de fluoreto de sodio a 1%
visando a interrupgéo tanto do processo coagulativo como da glicdlise.

As dosagens de lactato foram determinadas utilizando o analisador de
mesa modelo YSI 2700 S® (Yellow Springs Inc. — USA). O protocolo utilizado
consistia de 30 minutos de natagdo com coleta sanguinea no repouso e a cada
10 min. de exercicio para dosagens de lac. A variagdo maxima de lac aceita
para a identificacdo da MFEL foi de 0,07 mM.min™".

Para a analise estatistica foi utilizado o teste t para amostras nao
pareadas do software SPSS for Windows (Statistical Package for the Social

Sciences) versao 13.0 .
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3 RESULTADOS e DISCUSSAO

A literatura cientifica tem descrito de forma ampla que o exercicio regular
apresenta-se como um importante fator de implemento de saude e, dentre as
principais causas deste fendmeno, encontra-se o incremento da fungdo
cardiocirculatoria. Esta melhoria deve-se a um aumento do numero e da
densidade dos capilares sanguineos dos musculos estriados, oferecendo maior
capacidade de adaptacéao circulatéria a esforcos fisicos; elevagao do conteudo
de mioglobina dos musculos e aumento da sintese oxidativa de energia
(GHORAYEB, 2005). Poréem, também €& consenso na literatura que um dos
processos adaptativos mais importantes para o coragao, promovido pelo
exercicio fisico, € a hipertrofia cardiaca, pois esta se relaciona diretamente com
o desenvolvimento da forga celular no miécito cardiaco (NATALI, 2004;
GHORAYEB, 2005).

Como forma de comprovar que as possiveis alteracbes no midcito
cardiaco seriam consequéncia a adaptacdo ao treinamento fisico o limiar
anaerobio (Lan), foi utilizado como parametro a esta adaptagao pois, segundo
PRADA et al. (2004) este apresenta-se como um excelente indicador da
performance aerdbia. Nossos achados demonstraram que houve diferenca
estatisticamente significativa, utilizando o teste t de student para amostras nao
pareadas. Os valores médios dos os grupos submetidos a treinamento (um
menor acumulo de lactato) 4,6 (£ 0,7)mmol/L em relagdo ao grupo controle, 5,9
(+ 0,7)mmol/L apdés o periodo de treinamento. Estes dados corroboram os

efeitos do treinamento fisico sobre o sistema energético predominante.
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Um dos primeiros trabalhos que abordaram a hipertrofia cardiaca foi
realizado por Hickson et al. (1979) citado por Verzola et al. (2006) em ratos
submetidos a natagcao. Neste estudo, foi demonstrado um aumento significativo
do peso e da concentragao total de proteinas em tecido muscular cardiaco, ja
no segundo dia, apods o inicio do treinamento.

Para Meloni (2005), a hipertrofia muscular € um processo resultante de
um aumento da area de seccdo transversa do musculo, como resposta ao
aumento da sintese protéica, aumento do numero e tamanho das miofibrilas,
assim como a adigao de sarcOmeros no interior da fibra muscular. De acordo
com Barros Neto (1994), a hipertrofia ventricular secundaria ao exercicio pode
ser vista como forma de adaptacéo fisiolégica a sobrecarga de treinamento. E
importante ressaltar que variaveis que afetam o tipo de exercicio, tais como
volume, intensidade e duragdo podem provocar alteragdes hipertroficas
diferentes que irdo influenciar no aumento da seccao transversa da fibra
muscular cardiaca acompanhada ou ndo do aumento proporcional da camara
ventricular.

Nossos achados demonstraram alteragdes morfoldégicas nos sujeitos
submetidos a treinamento fisico (GTs), em relagdo ao grupo controle (GC), ndo
submetido a nenhum treinamento. Neste ultimo, as fibras cardiacas e suas
células constituintes mostraram-se inalterados em relagcdo ao seu tamanho.
Seus nucleos eram pequenos e apresentavam um formato arredondado, sendo
estes em alguns casos levemente ovalados, sem, no entanto, apresentarem
nenhuma alteragao patoldgica clara (Figura 16).

Nas analises das laminas do ventriculo esquerdo dos ratos pertencentes

ao grupo GT1 e GT,, respectivamente sobrecargas de 2,5 % e 5% relativos ao
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peso corporal total, apresentaram algumas alteracbes morfologicas. Foram
evidenciadas areas de esclerose discreta com infiltrado de lipofuscina, também
chamados granulos de pigmento lipofuscina (Figura 17 e 18), que sugerem
alteragdes metabdlicas possivelmente associadas ao esforgo, sem, no entanto,

apresentar nenhuma alteragao estrutural, o que indica auséncia de hipertrofia.

Figura 16. Corte transversal de miécito cardiaco de R. novergicus, aumentado 40 vezes,
coletado no grupo controle (GC) nota-se que todas as células apresentam aspecto
normal sem alteracdes estruturais ou morfolégicas (seta a); nucleo celular sem nenhum
tipo de alteracéo visivel (seta b) e nenhuma modificacdo estrutural no tecido conjuntivo

(setac).

Figura 17. Corte transversal de midcito cardiaco de R. novergicus, aumentado 20 vezes,
coletado no grupo treinado (GT,). As setas identificam: a) area de expanséo do infiltrado
de lipofuscina; b) midcito; c) nucleo celular d) area esclerotica.
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E importante ressaltar que nao foram identificadas diferengas significativas nas
quantidades de lipofuscina em ambos os grupos.

Segundo Chandrasoma (1993), a lipofuscina € um pigmento fino,
granular, de cor castanho-ouro, composto basicamente de fosfolipidios e
proteinas. Este se acumula no citoplasma em consequéncia ao dano causado
as membranas das organelas citoplasmaticas, sendo mais comumente
observado nas células do miocardio e células neurais (OCAMPO, 2005;
CHANDRASOMA, 1993). A lipofuscina é também conhecida como pigmento do
“‘uso e desgaste” em virtude da sua associagcdo com o envelhecimento e as
doengas cronicas. Acredita-se que a lipofuscina seja o produto final da
peroxidacgao lipidica de proteinas celulares, sendo, portanto, utilizada como um
marcador do envelhecimento associado a producdo de radicais livres de

oxigénio.

Figura 18. Corte transversal de miocitos de R. novergicus coletado no grupo treinado
(GT,). As setas identificam: a) area de expanséo do infiltrado de lipofuscina; b) midécito;
¢) nucleo celular; d) areas escleréticas. A imagen foi aumentada 20 vezes.
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A producao de radicais livre do oxigénio tem sido discutida como um
importante componente da fadiga muscular. Reid (2001), em uma extensa
revisdo, explica que durante a sintese mitocondrial de ATP (adenosina
trifosfato) ocorre a producdo de superoxiodos que irdo formar radicais
hidroxilicos e perdxidos de hidrogénio, estes com menor capacidade reativa e
eletricamente neutros, o que possibilita um maior potencial de difusédo tecidual.
A literatura sugere que este acumulo possa estar relacionado ao papel das
superéxido desmutase, um grupo de metaloenzimas que catalisam a
desmutacao (potencial redox) do radical livre do oxigénio, principalmente, a
Mn-SOD (manganés superoxido desmutase) (RAVI KIRAN, SUBRAMANYAN &
ASHA; 2004; RAVI KIRAN et al., 2006). Ambos os ions funcionam como
moléculas sinalizadoras modificando fungdes protéicas. Os radicais hidroxilicos
tém uma contribuigcdo extremamente significativa no desenvolvimento da fatiga
muscular, estando intrinsecamente relacionados ao exercicio de alta

intensidade (REID, 2001).

As intensidade relativas de exercicio estdo relacionadas diretamente a
variagcdbes no consumo de oxigénio, conhecido como VOnsx. Duranteau et al.
(1998) sugeriram que a mitocdndria exerce papel fundamental na cascata de
sinalizagao-ativagao da sintese de superdxidos e que, a partir disto, uma série
de sinais intra e extracelulares, associados ao stress provocado pelo exercicio,
induziriam tanto a reducgao inicial da capacidade contratil do midcito cardiaco
quanto a ativacao do ciclo celular. Os mesmos autores sugerem ainda que esta
ultima deve-se ao aumento da expressao de proteinas cinases da familia das
MAPK (mitogen-activated protein kinase), que desempenham um importante

papel na divisdo e diferenciacdo dos cardiomidcitos. As cinases desta familia
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sdo ativadas pela fosfoliracdo de residuos de tirosina (Tyr) e treonina (Thr)
presentes em uma regido conservada, o que pode ocorrer através da ativagao
de uma tirosina cinase ou da proteina G acoplada a receptores de membrana.
Esta ativagdo, por sua vez, esta associada a producdo de superoxidos
(GILLESPIE-BROWN et al.., 1995). Deste modo, podemos inferir que a
variavel intensidade nos diferentes grupos de treinamento poderia induzir a

ativacao da cascata de agdes descrita acima.

A presencga de lipofuscina configura-se de modo semelhante em todos
0s sujeitos submetidos a sobrecarga de treinamento sem, aparentemente,
nenhuma diferenga intra-grupos. Estes achados parecem, de certo modo,
encontrar respaldo na literatura, demonstrando, no entanto, que o exercicio
com intensidade relativamente baixa, parece ter significativa resposta no
miécito cardiaco, o que nao foi demonstrado, na literatura, no musculo

esquelético.

Segundo TERMAN & BRUNK (2005), o stress oxidativo responsavel
pelo acumulo de lipofuscina ocorre também em decorréncia do
envelhecimento, ocorrendo como parte do processo de degradagdo de
mitocdndrias. Nao acreditamos, no entanto, que este fato represente alguma
influéncia significativa a este estudo, pois os animais, na fase de coleta dos
dados, eram considerados jovens.

Em mamiferos adultos, a capacidade de diferenciacdo dos
cardiomiécitos finaliza-se com o nascimento, no entanto, o aumento da
sobrecarga de trabalho contratil pode ocasionar hipertrofia celular (CHIEN et al.

1991), tendo papel importantissimo no remodelamento do midcito nas
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diferentes fases do desenvolvimento do coracdo. Os mesmos autores
explicam que o estimulo para a hipertrofia provoca transitoriamente um
aumento na expressdao dos genes c-fos, c-jun e egr-1 que, por sua vez
estimulam a expressao de genes que normalmente sdo somente expressos na
fase fetal, como SkM a- actin, e B-MHC, respectivamente, relacionados as
proteinas contrateis actina e a cadeia pesada de miosina, que sdo comumente
utilizados como marcadores da hipertrofia muscular.

Nos animais pertencentes ao grupo Il (GTs3), submetidos a 7,5% de
sobrecarga, foi possivel identificar alteragdes importantes em nivel nuclear,
observando-se variagao de tamanho e forma. Em um grau discreto, cerca de

25% dos nucleos apresentam hipertrofia (Figura 19).

Figura 19. Corte transversal de miocitos de R. novergicus. Os circulos brancos mostram
os nlcleos dos miécitos: a) grupo controle; b) ratos submetidos a sobrecarga de 2,5%
do peso corporal (GTy); c) ratos submetidos a sobrecarga de 5,0% do peso corporal
(GTy); ratos submetidos a sobrecarga de 7,5% do peso corporal (GT3). Para a medida
dos ndcleos foi utilizado como referéncia o valor de uma unidade em milimetros na
imagem impressa para a comparacao, levando-se em consideracdo possiveis distor¢des
relacionadas a modificacdo da lente utilizada. A imagen “a” foi aumentada 40 vezes as
imagens “b, ¢, d” foram aumentadas 20 vezes.
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Chandrasoma (1993) afirma que a hipertrofia pode ocorrer como
adaptacao a maior demanda circulatoria imposta pela sobrecarga de trabalho.
Quando a demanda ¢é suprimida, os tecidos voltam ao tamanho normal. Meloni
(2005) sugere que sobrecargas crbnicas, impostas ao musculo esquelético em
varias espécies animais, parecem estimular o surgimento de novas fibras
(hiperplasia) através de dois mecanismos: a partir das células satélites e por
meio da cisao longitudinal da fibra muscular.

Natali (2004); Natali et al. (2002) citam que a adaptagdo do miocardio ao
estimulo do exercicio fisico parece nao ser uniforme nas diferentes regiées do
miocardio. Estes parecem adaptar-se a carga hemodinamica do exercicio
dependendo da regidao da parede ventricular onde se encontram. Em nosso
estudo nao foram encontrados indicativos desta acao, possivelmente por ter
sido utilizado somente o ventriculo esquerdo como referéncia. Tal escolha
deveu-se a relacédo de sobrecarga circulatéria, gerada pelo exercicio, encontrar
fisiologicamente, um maior esforgo relativo nesta camara.

Natali (2004) sugere que as caracteristicas contrateis intrinsecas das
miofibrilas sdo modificadas para contribuir para um aumento da fungao do
ventriculo esquerdo e que estas podem estar associadas ao treinamento.
Espera-se ainda que o aumento do retorno venoso, estimulado pela acado da
epinefrina, liberada na corrente sangtinea pela glandula adrenal em resposta
ao exercicio, possa promover adaptagao positiva da capacidade concéntrica
das fibras cardiacas, levando a uma provavel adaptacdo em nivel celular, no
que diz respeito a forca absoluta desenvolvida pelas fibras cardiacas. Estes
achados parecem ser suportados pelos dados de Medeiros et al. (2004), que

demonstraram que apds um treinamento de natagao de longa duragao de uma
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hora, cinco sessbes semanais durante oito semanas, em ratos, houve um
aumento do volume e no peso do ventriculo em 18% e 13%, respectivamente,
e cerca de 20% no didmetro do midcito cardiaco, em comparagao ao grupo
controle. E ainda, Pluim et al. (1999) em uma extensa meta analise além de
ratificar estes dados associam o crescimento a um maior desempenho em
forca absoluta, sendo esta cerca de trés vezes maior em homens treinados
versus nao treinados, relacionando este achado ao maior influxo de célcio no
sarcolema.

No que diz respeito ao nivel celular, Diffee & Chung (2003)
demonstraram que o exercicio crénico nao alterou a velocidade maxima de
contragdo celular, porém observou-se um aumento na velocidade em
desenvolver forga (contragdo com sobrecarga). Isto pode estar relacionado a
modificagao da estrutura celular. Por fim, o exercicio crénico pode modificar a
relacdo tensédo ativo-comprimento celular (mecanismo de Frank-Starling) em
miodcitos do ventriculo esquerdo, acarretando, consequientemente, uma maior

contratilidade intrinseca.

Figura 20. Corte transversal de midcitos de R. novergicus. Os circulos brancos, na figura
A mostram os nucleos dos midcitos ratos submetidos a sobrecarga de 7,5% do peso
corporal (GT3). Area “a” indica a esclerose tecidual caracteristica da cicatrizacéo fibrosa,
area “b” indica regido que apresenta um infiltrado de leucécitos como conseqiiéncia do
processo inflamatério instalado. Nao foram encontrados sinais significativos de
esclerose tecidual no grupo controle (GC) figura B. Ambas as imagens foram
aumentados 40 vezes.
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Foi possivel identificar no grupo submetido a alta intensidade uma area
de necrose de coagulagdao (Figura 20), juntamente com a presenca de
leucécitos. Segundo Cotran, Kumar & Collins (2000), a necrose de coagulagao
€ o tipo mais comum de morte celular apds estimulos exdégenos, ocorrendo
apos estresse, como isquemia e lesdo quimica. Manifesta-se por tumefacao
intensa ou ruptura da célula, desnaturagdo, coagulagdo das proteinas
citoplasmaticas e degradagao das organelas celulares. Na mesma amostra, foi
possivel identificar presenca de leucécitos que estido associados a remocgao
das células mortas por fagocitose. CHAZAUD et al. (2003) propuseram um
modelo cuja deposi¢cdo de mondcitos e leucdocitos pode ser explicada pela
promocao de micro-traumas no tecido celular que, por sua vez, promovem a
hipertrofia muscular. Segundo estes autores as células da medula vermelha
sao atraidas por quimiotaxia ao sitio de leséo inicialmente pelo acumulo de
mondcitos, ao mesmo tempo os leucdcitos fagocitam as células mortas,
promovendo uma cascata de fatores que culminam no reparo e assimilagcédo de
mionucleos provindos das células satélites, periféricas a estrutura muscular
(HAWKE & GARRY, 2001; CHAZAUD et al., 2003).

Nota-se que cerca de 20% da amostra do grupo submetido a
treinamento de alta intensidade (GT3) apresenta areas de esclerose miocardica
com presencga de tecido fibroso. Este achado vai ao encontro a descricdo de
Dorn Il (2007), que encontrou em treinamento com cargas de exercicio
intermitente uma elevada hipertrofia concéntrica, acompanhada de pequenos
sinais de fibrose sem, no entanto, encontrar aumento na expressao génica da

cadeia pesada da miosina.
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A maior parte das vias sinalizadoras da hipertrofia do miécito cardiaco
também promove a proliferagao celular (hiperplasia) de fibroblastos, o que por
sua vez, estimula a producao de colageno (VERZOLA et al., 2006). O aumento
da pressao no ventriculo, como resultado do maior retorno venoso induzido
pelo exercicio, estimula o aumento tanto da sintese quanto da deposi¢cao de
colageno (BISHOP & LINDAHL, 1999). Estudos in vitro demonstraram que o
aumento da expressdo do gene pro-collagen type | é estimulado por
fibroblastos cardiacos que, por sua vez, também estdo associados a
sobrecarga ventricular (GONZALEZ, LOPEZ & DIEZL, 2002).

Tem sido reportado na literatura cientifica recente um grande numero de
trabalhos voltados a exploragcdo dos efeitos do treinamento fisico sobre a
composi¢cao das proteinas contrateis. Oliveira e Kruger (2002) demonstraram
aumento da ATPase miosinica no ventriculo esquerdo, secundaria ao aumento
da expressao de a-MHC em ratos submetidos a treinamento de natacido. Os
mesmos autores citam ainda que, em modelos de treinamento fisico com
esteira, em ratos, podem ocorrer alteracdes na funcdo contratil do miocardio
sem que ocorram mudancas significativas na atividade da ATPase miosinica,
bem como na composig¢ao das isoformas da miosina ventricular, o que significa
dizer que o aumento na capacidade de ejecdo ventricular, necessariamente,
nao é decorrente do aumento da expressido de proteinas contrateis, podendo
ser resultado do aumento do influxo de Ca®" no midcito, o que também é
sustentado por Natali et al. (2002).

Este dado é corroborado em estudos recentes, utilizando a técnica de
SDS-PAGE, que nao demonstraram aumento relativo da expressao da MHC

em miocitos cardiacos submetidos a treinamento fisico com esteira e natacéo,
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apesar de apresentarem incremento circulatério. Neste caso, aos autores
acreditam que este aumento parece estar associado ao aumento da velocidade
da formacao de pontes contrateis (DIFFEE & CHUNG, 2003; HINKEN, KORTE
& McDONALD, 2006).

Em um trabalho classico do final da década de 80, Baumann et al.
(1987) demonstrou a hipertrofia do musculo esquelético em ciclistas
submetidos a treinamento de longa duragdo, comparando resultados
histolégicos a eletroforese unidimensional (SDS-PAGE). Desde, entdo esta
ferramenta para o estudo da protebmica tem sido utilizada no intuito de
quantificar alteragdes no musculo estriado.

Levando-se em consideracdo que o aumento da capacidade circulatoria
cardiaca depende em parte de sua forgca contratii e a miosina € o motor
operacional desta acgado, torna-se de extrema importdncia o estudo das
alteracbes evocadas pelo exercicio, na expressdo da miosina no midcito
cardiaco. Inumeros estudos anteriores demonstraram, utilizando técnicas
eletroforéticas unidimensionais, aumento na quantidade expressa das
diferentes isoformas de miosina no midcito cardiaco (HAYDAR et al.,1999;
JOUMAA & LE'OTY, 2002; SCHEINOWITZ et al., 2003; DIFFEE & CHUNG,
2003 ; HERRON, KORTE & McDONALD, 2001; HASHIMOTO et al., 2004;
HINKEN, KORTE & McDONALD, 2006). Vale ressaltar que todos estes
trabalhos supracitados estéo relacionados com aumento da expressao da MHC
em animais que apresentaram algum tipo de cardiomiopatia e foram

submetidos a treinamento como visando tratamento clinico.
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Em nosso estudo, inicialmente, demonstrou-se, em géis
unidimensionais, um aparente aumento quantitativo da expressao da MHC

(Figura 19), no grupo GT, e GT3 em relagédo ao GC.

GC GT1 GT2 GTs
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116 —

6 —>
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Figura 21. SDS-PAGE corado como prata. GC grupo controle GT, grupo treinado durante
oito semanas com sobrecarga de 2,5% do peso corporal total, GT, grupo treinado
durante oito semanas com sobrecarga de 5,0% do peso corporal total, GT; grupo
treinado durante oito semanas com sobrecarga de 7.5% do peso corporal total. A seta
tracejada indica a provavel localizagdo da cadeia pesada de miosina (MHC).

Este dado corrobora os achados de Hashimoto et al., (2004) que
demonstraram aumentos de 30 a 50%, respectivamente, em ratos infartados e
nao infartados, submetidos a exercicio de baixa intensidade em esteira rolante

durante seis semanas. Resultados semelhantes aos de lemitsu et al. (2004),
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em ratos idosos, submetidos a treinamento de natac&o, durante oito semanas,
bem como os achados de Paganni & Sollaro (1983) e Jin et al. (2000) citados
por Difee et al. (2003). Um estudo pioneiro comparando ratos normais e
hipertensos submetidos a exercicio de natagdo, encontrou-se aumentos
significativos de MHC, em ambos os grupos, quando comparados a seus
respectivos controles, utilizando SDS-PAGE (SCHEUER et al., 1982).

A técnica 2D-E para a analise protedmica do musculo estriado tem sido
utilizada em varios estudos envolvendo exercicio. Gelfi et al. (2006) analisaram
variagdes no protedma do musculo esquelético humano durante o processo de
envelhecimento associado ou n&o, ao exercicio. Seus achados demonstraram
que, no processo de envelhecimento, ocorre uma significativa diminuicdo da
expressao de a-MHC acompanhada de um decréscimo da capacidade de
fosforilagdo da miosina de cadeia leve 2 (regulatéria). Estas modificagcbes
contribuiriam para a diminuicdo do desempenho motor enquanto o exercicio
contribui de forma significativa no aumento da expressao da BR-MHC, o que
supriria o decréscimo na capacidade de fosforilagdo da miosina de cadeia leve.
Em um estudo importante sobre o efeito do exercicio no miécito cardiaco,
utilizando a técnica de microarranjo, verificou-se aumento na expressao da
MLC e MHC. A expressdo desta ultima, entretanto, ndo foi demonstrada
utilizando a técnica de 2D-E (DIFEE et al., 2003; DIFEE, 2004).

Em nosso estudo, a andlise comparativa do 2D-E demonstrou,
inicialmente, a possibilidade de quantificagcao da expressao da MHC o que nao
pdde ser observado na literatura cientifica, até o momento. Deste modo,

acreditamos que os resultados gerados neste trabalho representam um avango



para o estudo do midcito cardiaco, utilizando a técnica de 2D-E podendo este
ser considerado pioneiro na avaliagao de proteinas acima de 100 kDa.

Foram observadas diferencas significativas no padrao protéico em todos
os tratamentos (Figura 22). Entre estes, se observa claramente o aumento da
expressao da miosina (MHC) em relagdao ao controle e a variavel sobrecarga
(Figura 23). Um claro limitante deste estudo, além da dificil manufatura do gel,
esta relacionado diretamente ao método de identificacdo dos spots por MS/MS.
Griffin e Aebersold (2001), em uma interessante revisdo, descrevem ao menos
trés limitacbes a esta analise relacionadas a proépria técnica de 2D-E que
oferece uma pequena quantidade de proteinas para a deteccao. A utilizagao de
prata para o coramento, o que reduz a sensibilidade da analise. Além do fato
que uma substancial fracdo dos spots selecionados contém mais de uma
proteina ou ainda uma fracdo modificada ou processada de uma proteina que
pode migrar para uma posi¢cao diferente, complicando sua quantificagdo e
criando um viés de identificagao importante para este método, pois sua idéia
central reside na identificacdo de uma unica proteina. Por ultimo, devemos
considerar ainda que o 2D-E é uma técnica que exige um alto grau de
proficiéncia para a reproducao dos resultados.

A sobreposigcdo das imagens demonstrou diferengas entre a expressao
quantitativa, bem como a presenca ainda de outras diferentes proteinas, além
da MHC (Figura 24), que serao posteriormente discutidas neste trabalho.

A curva de regressdao das sobreposi¢cdes, calculada pelo software
Bionumerics® mostra que existem diferengas significativas entre todos os
tratamentos GT4, GT, e GT3 quando comparados entre eles mesmos e ao

controle (r* < 0,43 em todas as comparacdes). Este valor demonstra uma
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expressao diferencial de algumas proteinas em relagdo a diferentes
intensidades de treinamento. Em relagdo comparagao intra-grupos existe uma
correlagdo significativa, (* = 0,82 a 0,94) o que demonstra a boa
reprodutibilidade dos géis.

A sobreposicdo dos géis (Figura 24) e a comparacao tridimensional
(Figura 25), ambos obtidos através da utilizagdo do software Bionumerics®
demonstram uma boa similaridade principalmente pela presenca de um padrao
comum a todos estes. Foram descritos 186 spots dos quais 22 apareciam em
ao menos dois tratamentos diferentes. Destes, somente trés spots apareceram
em todos os tratamentos e no controle simultaneamente. Os dados obtidos por
MS/MS sao apresentados na Tabela 03.

Estudos recentes, utilizando 2D-E, realizados por Lindsey et al. (2006),
encontraram cerca de 120 proteinas diferentes em midcitos cardiacos
submetidos a sobrecarga tensional, dentre estas a MHC, que apresentou
aumentos significativos em sua expressdo quando comparada ao controle.
Cardiomiécitos de coelhos submetidos a hipoxia demonstraram alteracbes em
proteinas contrateis principalmente a miosina de cadeia leve e a troponina C,
além de diversas proteinas associadas ao metabolismo energético de potencial
redox do O, (WHITE et al., 2005).

Estes estudos corroboram nossos achados a respeito do aumento da
expressao da MHC em funcdo do exercicio. Este incremento parece estar
associado a intensidade do exercicio, o que, por sua vez, aumentaria a
perfusdo de Ca®" no reticulo endoplasmatico, causando uma regulacéo positiva
na expressao de genes ligados ao aumento da sintese protéica (DIFFEE, 2004;

HINKEN et al., 2006; DEPRE et al., 2006).
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Spot | pl pl Peso Peso Probabili- | Cédigo Cobertura Descricao da proteina/ Funcao Grupo
real | mascot | molecu- mol. dade de
lar real mascot | cobertura
em %

1 9,00 | 9.44 =120 122.82 53,57 Q8K4V5 16% Receptor de membrana de alta afinidade com GT,
imunoglobulina gama. Associado a cadeia de
eventos da fagocitose.

2 8,06 | 9.23 248 344.40 78,57 Q3KRD5 32% Translocase de membrana mitocondrial 34 GCe
(proteina hipotética). Receptor de membrana GT;
associado a sintese de energia

3 6,95 | 5.91 175 105.94 37,5 Q60107 32% Major histocompatibility complex classe 1 GCe
Envolvida na resposta imunoldgica leucocitaria | GT,

4 4,34 | 9.69 =~ 230 227.81 75 AAH83554 | 16% Superoxido desmutase homéloga ao GC
transportador de Magnésio da membrana
mitocondrial. Mn-SOD

5 5,07 | 7.06 =220 369.89 66,07 Q510M4 16% Oxidoredutase. Tem papel fundamental na GC
transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria

6 5,99 |5.24 =~ 230 364.70 66,07 Q924V0 17% Receptor classe 1 de cadeina GC

7 5,20 | 5.75 =100 314.06 85,71 BAA18993 | 29% Hidrolase N-N-dimetil-Larginina. Atua como um | GC GT,
inibidor da 6xido nitrico sintetase GT,

8 6,48 | 9.14 127385 39,2 S52517 4% CADEIA PESADA DE MIOSINA Motor primario | Todos
da contragdo muscular no mioécito cardiaca

9 42% Translocase de membrana mitocondrial 34 GT;

5,59 | 9.23 193,97 34440 87,5 Q3KRD5 (proteina hipotética). Receptor de membrana
associado a sintese de energia

10 4,51 | 5.50 212,66 168430 71,42 AAG28597 7% Rho Guanina. Atua na regulagdo da GTPase GC

11 6,02 | 4.55 204 5291 64,28 1VDFA 71% Matrix oligomérica cartilaginosa. Associada a GT,
adeséo cellular.

12 6,95 | 5.24 192,61 107927 62,50 AAF37622 8% Glutamil aminopeptidase. Aparece na via de Todos
catabolismo do sistema renina-angiotensina.

13 7,36 | 9.78 213,04 8263 62,5 CAA40164 26% NADH-ubiquinona oxidoredutase . Tem Todos
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atividade de NADH dehidrogenase.

14 7,03 | 8.25 201,67 137667 73,21 BAC00851 9% Filamina-A. Proteina de interagdo atua juntoao | GT;
eixo actina -filamina-A/F, controlando o inicio da
migracao celular da zona ventricular. Sugere-se
sua localizagdo junto a actina F.

15 5,85 | 9.39 223,18 46392 48,21 Q60118 9% Maijor histocompatibility complex classe 1 GT;
Envolvida na resposta imunoldgica leucocitaria

16 8,32 | 9.61 244,93 21580 35,71 TNNI3 12% Troponina . (fibras ST). Atua como um GT;
regulador da contragdo muscular devido a sua
associagao com o calcio.

17 5,6 9.23 227,03 34440 87,5 Q3KRD5 39% Translocase de membrana mitocondrial 34 GT;
(proteina hipotética). Receptor de membrana
associado a sintese de energia.

18 4,87 | 9.61 222,29 21580 41,00 TNNI3 12% Troponina I. (fibras ST). Atua como um GC GT;
regulador da contragdo muscular devido a sua e GT;
associagao com o calcio.

19 559 |6.12 193,97 42056 103,5 Q861Q1 18% Major histocompatibility complex classe 1 GT;
Envolvida na resposta imunoldgica leucocitaria

20 7,53 | 7.59 250,68 34985 69,76 CAA73137 | 18% F-actina-capping protein. Liga-se ao calcio. Atua | GC e
na morfogénese da espermatide. GT;

21 8,67 | 9.23 361 34440 94,5 Q3KRD5_ | 39% Translocase de membrana mitocondrial 34 GT;

RAT (proteina hipotética). Receptor de membrana
associado a sintese de energia.

22 4,73 | 5.24 209,77 107927 91,07 AAF37622 | 30% Glutamil aminopeptidase. Via de catabolismo GCe
do sistema renina-angiotensina. GT;

Tabela 03 - Identificagao

Figerprint.

por espectrometria de massa das proteinas comuns presentes em dois ou mais géis. O método utilizado foi Peptide Mass
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Figura 22. 2D-E representativo dos tratamentos A) GC - Grupo controle; B) GT;-Grupo
treinado submetido a sobrecarga de 2,5% do peso corporal total. C) GT,- Grupo treinado
submetido a sobrecarga de 5,0% do peso corporal total.. D) GTs-Grupo treinado

submetido a sobrecarga de 7,5% do peso corporal total.
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Dentre nossos achados, também foi detectada a presenca de outra
proteina sarcomérica a troponina. De acordo com o modelo de regulagéo da
contracdo muscular o sitio de ligagao entre a actina e a miosina € ocupado por
um complexo protéico formado pela troponina e pela tropomiosina. A
troponina, por sua vez, € um tetramero formado pelas subunidades: TnC , que
se associa ao Ca**, TnT e Tnl ambas regulatérias (SPUDICH & WATT, 1971;
SORICHTER et al., 1997; LIU & POLLACK, 2004).

A troponina | tem sido amplamente utilizada como um marcador de leséo
do miocito cardiaco. A determinagao dos niveis séricos da mesma apresentam
uma alta correlagdo com a insuficiéncia cardiaca e, por consequéncia com a
hipertrofia patolégica do miécito cardiaco (ADAMS Il et al., 1993; LIU &

POLLACK, 2004; AGIANIAN et al., 2004).
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Figura 23. Quantificacdo da MHC entre os grupos Controle (GC), e os grupos de ratos
submetidos a treinamento de natacdo. GT;, submetido a sobrecarga de 2,5%. GT,,
sobrecarga de 5% e GTs;, sobrecarga de 7,5%. Os valores do eixo y representam o
volume do spot tendo sido gerados a partir da analise do 2D-E utilizando o software
Bionumerics® .
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Nossos dados demonstraram seu aparecimento no GT; (Tabela 03), o
que, parece ir ao encontro aos dados da analise histoquimica que indicam
neste mesmo grupo area necrética, indicativa de lesdao, bem como a forte
presenca leucocitaria associada a hipertrofia do miécito cardiaco (CHAZAUD et
al., 2003). E possivel que a auséncia de troponina nos outros grupos treinados
e no controle esteja ainda associada a baixa sensibilidade da técnica, conforme
ja descrito anteriormente neste trabalho ou mesmo ao fato de que somente
altas concentragdes poderiam ser identificadas como ocorrido no GTs.

Outro achado a ser destacado no GT3; € a presenca do complexo
principal de histocompatibilidade, (MHC: major histocompatibility complex),
(Tabela 03) que representa a regido génica que codifica as moléculas de
histocompatibilidade responsaveis pela apresentagado de antigenos ao sistema
imune. Estes estdo associados a histocompatibilidade expressa na superficie
de todas as células nucleadas, das células apresentadoras de antigenos e a
outras moléculas, como os fatores de necrose tumoral, as proteinas do choque
térmico (Heat shock proteins) e as enzimas hidroxilase (ALVES et al., 2006).

Um importante indicativo da adaptag¢ao ao treinamento foi a presenca de
algumas proteinas associadas ao metabolismo oxidativo como as
oxidoredutases, translocases de membrana mitocondrial e proteinas analogas
as SOD, superodxido desmutases (Tabela 03). Os processos de liberagdo e
conservagao da maior parte da energia livre nas células aerébias € fungéo das
mitocondrias.

Seu numero em diferentes tecidos é resultado de seu importante papel

fisiolégico (NELSON & COX, 2002). O miécito cardiaco apresenta metade de
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seu volume citosolico composto de mitocdndrias, sendo, consequentemente
altamente dependente da sintese oxidativa de energia (DAVIES, BAKELEY e

KIDD, 2002). Este dado parece ser confirmado por dados aqui reportados.

Figura 24. Sobreposicdo dos 2D-E em diferentes tratamentos utilizando o software
Bionumerics®. A) GC e GTy; B) GC e GT, e C) GC e GT3z. A imagem do grupo controle
(GC), aparece em cor laranja enquanto a imagem dos tratamentos (GT's), aparece em cor
azul.

A membrana mitocondrial interna exerce papel fundamental na
fosforilacdo oxidativa e no transporte de elétrons. Os compostos movem-se
através da membrana da mitocdndria através de proteinas carreadoras
especificas, as translocases (NELSON & COX, 2002; VOET, VOET & PRATT,
2000; HEIDEN et al., 2000).

Nas células eucaridticas o estagio final da oxidacao de nutrientes ocorre
na mitocondria, com a rapida oxidagao de NADH e FADH, produzidos nas
reagcdes de glicdlise, ciclo tricarboxilico, R-oxidagdo de acidos graxos e

oxidagao de aminoacidos. Em nosso estudo, encontramos em todos os grupos
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(GC e GT's) a enzima NADH-ubiquinona oxidoredutase que tem papel
fundamental na etapa inicial de transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria
para a coenzima Q (ubiquinona) segundo (VOET, VOET & PRATT, 2000).

No entanto, somente no GT3 encontramos uma maior expressao de
translocases de membrana mitocondrial que estao associadas a transferéncia
de ATP e H' para o citosol. Estes achados parecem suportar a idéia do
aumento da capacidade oxidativa em fungao do treinamento de natagao aos
quais os animais foram submetidos, reforcando a idéia do aumento da
capacidade aerodbia. Nao foi possivel encontrar na literatura dados que, através

do 2D-E, confirmassem estes achados.
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Figura 25. Andlises do 2D-E em visédo tridimensional. A) GC; B) GT;; C)GT,; D) GT3 Os
circulos brancos demonstram a MHC determinada pela espectrometria de massa MS/MS.
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Além disto, deve-se também observar que 0 aumento da sintese de ATP
implica aumento da participagdo das superdéxido desmutase, um grupo de
metaloenzimas que catalisam a desmutagao (potencial redox) do radical livre
do oxigénio, principalmente, a Mn-SOD (manganés superoxido desmutase)
(RAVI KIRAN, SUBRAMANYAN & ASHA; 2004; RAVI et al.., 2006), estando
esta enzima identificada em nosso grupo de animais.

Foram identificadas também em nosso estudo (Tabela 03) outras
proteinas que estao envolvidas no controle hormonal da pressao arterial como
a renina, um peptideo altamente especifico, envolvido na geragdo da
angiotensina no plasma, o que ira iniciar uma cascata de reagdes que finalizam
com a retencao de sédio nos rins e a elevagao da pressao arterial (DAVIES,
BAKELEY & KIDD, 2002) e a enzima Glutamil-aminopeptidase, envolvida na
via de catabolismo do mesmo sistema renina-angiotensina. Acreditamos que
ambas as proteinas descritas devem estar presentes na amostra em
decorréncia da presenga de vasos sanguineos que irrigam e drenam o
miocardio no ventriculo esquerdo (capilares teciduais, a artéria anterior

descendente esquerda e a veia coronaria anterior).

No entanto, outras proteinas identificadas nao parecem estar
relacionadas ao papel do midcito cardiaco nem tampouco a um processo
adaptativo induzido pelo treinamento fisico. Proteinas inibidoras de
angiogénese classe 1 localizadas especificamente no cérebro humano;
receptores de membrana de neurdnios; proteinas relacionadas a cadeia celular
anti-apoptética; Rho-Guanina que atua na regulagdo da GTPase da guanina;
Matrix oligomérica cartilaginosa associada a adesé&o cellular; Filamina-A uma

proteina de interagdo que controla o inicio da migragdo celular da zona
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ventricular. F-actin-capping protein que se liga ao calcio, impedindo a troca de
subunidades na actina, atuando na morfogénese da espermatide. Acreditamos
que novos experimentos de sequenciamento a fim de aumentar a cobertura

devem ser feitos, objetivando uma melhor elucidagao destes achados.
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4 CONCLUSAO

A literatura descreve que um dos maiores beneficios de exercicio
associados ao sistema cardio-circulatério € o aumento da eficiéncia do
coracao. Péde-se constatar, em nosso estudo, que as alteragdes estruturais do
midcito cardiaco que levam a hipertrofia muscular podem ser os responsaveis
por este incremento, por influenciar diretamente na geracéo de forga a partir do

aumento da expressao do motor primario da contracdo muscular, a miosina.

Este aumento sugere uma clara correlagdo com o padréo de intensidade
ao quais os individuos foram submetidos, demonstrando que o treinamento,
intervalado de alta intensidade em relagdo ao treinamento continuo de baixa e
de moderada intensidade, realizados durante trinta minutos em trés sessdes
semanais, apresentou-se mais eficaz no aumento da expressdo da cadeia
pesada de miosina no midcito cardiaco de R. novergicus. A alta intensidade, no
entanto, representou também um grau significativo de lesdo celular, quando
comparado aos individuos submetidos a baixa intensidade o que pode, em
longo prazo, representar perda de capacidade contratil e consequentemente
diminui¢ao funcional. Estes dados parecem ser corroborados pelo aumento da
expressdo da troponina, no grupo submetido a alta intensidade, outro achado
importante em nosso estudo. A troponina tem sido reconhecida como um

importante marcador da lesdo no midcito cardiaco.

A presencga de enzimas associadas ao transporte e a sintese de energia
oxidativa também €& um achado significativo, pois este dado da suporte a
analise do comportamento do limiar anaerdobio do tocante a adaptacdo ao

treinamento fisico.
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Outra importante contribuicdo deste estudo foi a implementacdo de
parametros técnicos do 2D-E para a quantificagdo de proteinas de alto peso
molecular o que, em nosso conhecimento, apresenta-se como um marco de

pioneirismo cientifico.

Sugere-se, no entanto, que este estudo seja repetido utilizando
adequacgdes a técnica do 2D-E, no intuito de fomentar melhores respostas a

questdes inicialmente respondidas aqui.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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