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RESUMO

Ha alguns anos a pratica de exercicios fisicos vem sendo utilizada como uma
ferramenta tanto na promogdo da saude quanto na busca por um melhor
desempenho esportivo. O tecido muscular, o qual esta diretamente envolvido com a
pratica de exercicios, é um tecido dindmico, com alta capacidade adaptativa, cujas
células passam por uma constante remodelacao em resposta a diferentes demandas
funcionais. Esse processo adaptativo esta diretamente ligado a ativagdo da
transcricdo especifica de genes, desencadeando alteragdes estruturais e funcionais.
Desta forma, busca-se neste trabalho, caracterizar o exercicio fisico aerobio induzido
em diferentes intensidades, pela identificagdo de possiveis proteinas marcadoras em
tecido muscular esquelético, juntamente com a analise dos padrbes morfoldgicos da
fibra muscular esquelética e cardiaca. Dezoito ratos Wistar machos foram divididos
em trés grupos e submetidos a um programa de treinamento fisico em esteira
adaptada, por 12 semanas, em diferentes intensidades. Apds o treinamento os
animais foram sacrificados para posterior analise histolégica do tecido muscular
esquelético e cardiaco e analise protedbmica do tecido muscular esquelético. Os
animais dos trés grupos experimentais tiveram um desenvolvimento normal em
relagdo ao peso corporal. O protocolo de treinamento de baixa intensidade se
mostrou mais eficiente em provocar adaptacgdes fisiologicas favoraveis a pratica de
exercicios, comprovado pela hipertrofia nas fibras musculares esqueléticas e
cardiacas, bem como uma maior rede vascular cardiaca. A partir do protocolo de
identificacao protéica utilizado foram identificadas nove proteinas, dentre elas temos
proteinas enzimaticas, como a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, aldolase e
anidrase carbbnica, e proteinas estruturais, como a actina e a troponina |. As outras
proteinas identificadas em nosso estudo foram isoformas de miosina de cadeia leve
(MLC1s, MLC1f, MLC2f e MLC3f), demonstrando uma variagao significativa entre
essas diferentes isoformas. Os resultados obtidos sugerem que exercicios de baixa
intensidade apresentam uma maior habilidade em gerar os ajustes fisiolégicos
causados pelo treinamento aerdbio e que estudos quantitativos poderiam
caracterizar as proteinas identificadas como possiveis marcadores para o estudo da
adaptacao do musculo esquelético.

Palavras-chave: Protedmica, exercicio fisico, musculo esquelético.



ABSTRACT

Years ago physical exercise has been used both as a tool in promoting health and in
search for a better performance. Muscle tissue, which is directly involved with
exercise, is a dynamic tissue, with high adaptive capacity, whose cells pass through
a constant remodeling in response to different functional demands. This adaptive
process is related to transcription of specific genes, unleashing structural and
functional changes. Thus, this work purpose characterizes aerobic induced exercise
at different intensities by the identification of proteins potential markers in skeletal
muscle tissue, together with the analysis of skeletal and cardiac muscle fiber
morphological patterns. Eighteen male Wistar rats were divided into three groups and
submitted to an exercise training program on treadmill for 12 weeks, in different
intensities. After training the animals were sacrificed for further histological analysis
of skeletal and cardiac muscle and proteomic analysis of skeletal muscle. The
animals of all experimental groups had a normal development in relation to body
weight. The low-intensity training protocol was more effective in provoke favorable
physiological adaptations, evidenced by the hypertrophy in cardiac and skeletal
muscle fibers and greater cardiac vascular system. The protocol used for protein
identification identified nine proteins, including enzymatic proteins such as
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, aldolase and carbonic anhydrase, and
structural proteins such as actin and troponin |. Other proteins identified in our study
were the myosin light chain isoforms (MLC1s, MLC1f, MLC2f and MLC3f), showing a
significant variation between these different isoforms. The results suggest that low-
intensity exercises have a greater ability to generate the physiological adjustments
caused by aerobic training and quantitative studies could characterize the identified
proteins as possible markers for the study of adaptation of skeletal muscle.

Keywords: Proteomic, physical exercise, skeletal muscle.
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1 INTRODUGAO

Em meio aos grandes avangos no conhecimento na area de Biociéncias,
talvez o que tenha desencadeado o maior impacto no meio cientifico nos ultimos
anos foi, sem duvidas, o Projeto Genoma. Este gerou o conhecimento da sequéncia
completa de todos os genes de diversos organismos, incluindo o genoma humano,
contribuindo assim para um melhor estudo dos organismos vivos. Entretanto, essas
informagdes sao insuficientes no esclarecimento da real expressao protéica em um
determinado tecido sob momentos e condicbes especificas. A partir desse
questionamento foi criado o projeto Human Proteome |Initiative, que tem por objetivo
nao so informar as sequéncias protéicas humanas, mas também a descricdo de sua
funcdo, dominio estrutural, localizagdo subcelular, semelhancas com outras
proteinas, entre outros dados (O'DONOVAN; APWEILER; BAIROCH, 2001).

No contexto desse questionamento, os projetos proteomas, que objetivam
investigar o carater da expressao e fungéo das proteinas, constituiram uma vertente
que ficou conhecida como “gendémica funcional” (BOWER; CHI, 2005). Percebe-se
entdo, uma intensa correlagao entre os estudos protedmicos e genémicos, uma vez
que ambas as areas de estudo de proteinas e genes, investigam a organizagao
celular de forma interativa e complementar (CIERO; BELLATO, 2002).

O termo proteoma refere-se ao conjunto de proteinas presente num
compartimento bioldgico particular, uma célula ou um conjunto de células com uma
determinada fungdo, em um tecido bem definido, ou parte dele (por exemplo,
proteoma muscular) ou ainda em uma série de proteinas ligadas a uma fungao
particular (por exemplo, as proteinas ligadas a cadeia respiratéria) (O’FARRELL,
1978; WILKINS et al., 1997). Entretanto, este termo pode também ser usado em um
sentido menos universal, para referir-se ao conjunto de proteinas que esta sendo
expresso num dado momento da vida da célula (ABBOTT, 1999).

Ja o termo proteémica diz respeito ao conjunto de tecnologias, que tem
por objetivo separar, quantificar e identificar proteinas em amostras biolégicas
complexas (ISFORT et al.,2002). Dentre o conjunto de técnicas empregadas para a
separagdo de espécies macromoleculares, especialmente as proteinas,

glicoproteinas e fragmentos de &cidos nucléicos, destaca-se a técnica de
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eletroforese em gel de poliacrilamida, a qual tem sido vastamente utilizada durante
os ultimos sessenta anos.

Atualmente, a unido de duas técnicas de eletroforese tem ganho lugar de
destaque, constituindo a Eletroforese Bidimensional (2DE), que nada mais é do que
a realizagao de uma separagao por massa molecular (SDS-PAGE - Eletroforese em
gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio) e uma separagao por gradiente
de pH também em gel de poliacriiamida contendo anfélitos carregados (IEF —
Focalizagao isoelétrica). A 2DE foi utilizada pela primeira vez, para a separagao de
proteinas, por O’Farrell em 1975 em estudos com células de Escherichia coli
(BARANY; BARANY; GIOMETTI, 1995).

Apds décadas de avaliagdo da expressado e funcédo protéica, utilizando
uma grande variedade de técnicas para separar, quantificar, visualizar e identificar
proteinas, o campo da protebmica emergiu como uma importante ferramenta para
analisar a expressao protéica em conjunto com os processos fisioldgicos que
possam ser desencadeados. Assim, iniciou-se uma busca pela caracterizacao do
proteoma juntamente com aspectos fisioldgicos complementares, permitindo, a partir
dessa interacdo, uma correlacdo de medidas quantitativas fenotipicas com o
genadtipo, numa tentativa de definir o nivel e a qualidade das interagdes protéicas e
fisiologicas do organismo (WASINGER; CORTHALS, 2002).

Por outro lado, juntamente com o avango das Ciéncias Biomédicas, a
pratica de exercicios fisicos foi reconhecido como agente preventivo e atenuante de
inumeros fatores de risco para diversas doengas crénicas nao transmissiveis, como:
obesidade, diabetes, hipertensao e dislipidemias (CARVALHO et al.,1996; PATE et
al., 1995; PITANGA, 2004).

Dados sustentam que a pratica de atividade fisica desencadeia eventos
moleculares de superexpressao ou inibicdo génica, portanto, protéicas. Deste modo,,
estudos relacionados aos mecanismos de expressdao @génica tornaram-se
fundamentais para o entendimento de como a atividade fisica atua e interage no
organismo, induzindo alteragbes estruturais e funcionais favoraveis a aquisigdo e
manutencdo de bons niveis de saude. Logo, o estudo desses mecanismos se tornou
um recente interesse para o campo da Biologia Molecular e da Fisiologia do
exercicio.

Neste contexto, a 2DE hoje é considerada uma ferramenta indispensavel

na analise de proteinas expressas de modo diferencial, sendo Unica em sua
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capacidade de analisar simultaneamente milhares de proteinas, possibilitando dessa
forma a visualizagdo de todo o proteoma de uma determinada célula ou tecido em
um determinado momento fisiologico (MCARDLE; KATCH; KATCH, 2003). A técnica
se torna necessaria no estudo de tecidos biolégicos que contém muitas proteinas
com pontos isoelétricos ou massas moleculares semelhantes (BARANY; BARANY;
GIOMETTI, 1995), como no caso especifico do tecido muscular.

Diversos eventos podem atuar de forma a agredir o tecido muscular
esquelético, sejam eles fisiolégicos, como o processo de envelhecimento, ou nao
fisiolégicos, como distrofias e miopatias, que leva a perdas estruturais e funcionais.
Por outro lado, a pratica de atividades fisicas representa um potente estimulo para a
adaptacao fisioldgica, induzindo alteragdes celulares que resultam em um aumento
da funcionalidade tecidual (COFFEY; HAWLEY, 2007; MAHONEY; TARNOPOLSKY,
2005). Todas essas alteragdes, patologicas ou ndo, se relacionam com a expressao
protéica e acontecem em decorréncia de estimulos multifatoriais tais como: atividade
fisica, ma-nutricdo protéica ou energética, aumento da atividade citoquimica,
estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial e declinio dos motoneuronios-a (ATTAIX
et al., 2005). Durante um processo de atrofia muscular, por exemplo, a degradagao
protéica é maior que sua sintese, esse fato ocasiona uma perda funcional na
musculatura, ao passo que em um processo de hipertrofia ha ganho estrutural da
musculatura e a sintese protéica supera a sua degradagéao (ISFORT, 2002).

O tecido muscular esquelético € um tecido complexo e capaz de
responder a estimulos, tais como o exercicio fisico, de maneira notavel. Uma unica
sessdo de exercicios pode induzir a alteracbes momentaneas que incluem, por
exemplo, um acréscimo na demanda de ATP, o qual é acompanhado pelo aumento
na mobilizacdo, transporte e utilizagdo de substratos energéticos. Portanto, o
entendimento sobre a ativagdo da transcricdo especifica de genes no tecido
muscular esquelético durante e apds uma unica sessao de exercicios, bem como as
adaptagdes produzidas pelo treinamento, tém aumentado com o crescente avango
nas pesquisas.

Embora a resposta transcricional ao exercicio ndo esteja claramente
esclarecida, uma unica sessao de exercicios pode acarretar um aumento agudo na
expressdo do RNAm de um grande numero de genes (MAHONEY; TARNOPOLSKY,
2005). Acredita-se que as elevagbes transitérias na quantidade de RNAm, em

decorréncia da realizacdo de sucessivas sessdes dentro de um programa de
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treinamento, levam a um aumento, a longo prazo, na quantidade de proteinas,
culminando em adaptagbes fisiolégicas favoraveis. Estas adaptagcbes sao
determinadas por fatores como volume e intensidade do exercicio, bem como,
frequéncia de treinamento. Além disso, as caracteristicas das adaptagdes sao
especificas ao tipo de estimulo, no caso, o exercicio (COFFEY; HAWLEY, 2007;
MAHONEY; TARNOPOLSKY, 2005).

Nas ultimas décadas a comunidade cientifica tem despertado o interesse
pelos estudos e aplicagbes da Biologia Molecular e da Fisiologia para as ciéncias da
atividade fisica terapéutica e do desporto. Poucos trabalhos no Brasil ttm buscado
esta perspectiva. A definicdo e implementacéo de novas técnicas e protocolos para a
producao do treinamento fisico em ratos, a analise molecular da expressao génica,
consequentemente protéica, bem como a analise morfolégica da fibra muscular,
podem ser entendidas como o ponto de partida para a busca de subsidios para
melhorar nosso entendimento sobre estes processos basicos.

Desta forma busca-se, neste trabalho, caracterizar o exercicio fisico
aerobico induzido em diferentes intensidades, em ratos, pela identificacdo de
possiveis proteinas marcadoras em conjunto com a analise dos padroes

morfologicos da fibra muscular esquelética e cardiaca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS MOLECULARES RELACIONADOS AO EXERCICIO FiSICO

Com relagcéo a capacidade de adaptacdo do musculo esquelético, Spriet
(1992) cita que esse é um tecido dinamico cujas células passam por remodelagao
em resposta a diferentes demandas funcionais. Fato que provoca modificagbes em
seu fenotipo protéico, conferindo ao mesmo um novo e diferente estado protéico e
fisiolégico (JEMIOLO; TRAPPE, 2004). Essas demandas diferenciadas podem
acontecer, por exemplo, através da pratica de exercicios fisicos, o qual é entendido
como um estimulo que promove estresse fisico em diversas estruturas corporais,
tendo como um dos resultados, a adaptagéo do organismo a esse estimulo.

Nos filamentos contrateis do tecido muscular, a pratica de exercicios pode
gerar a hipertrofia dessas estruturas por estimulagdo da sintese de proteinas
miofibrilares (SPRIET, 1992), porém, para que esses efeitos sejam observados, os
estimulos devem vir de exercicios de forgca e ndo de exercicios aerdbicos (NADER,
2005). Os efeitos dos exercicios de for¢ga sobre o musculo esquelético sao mediados
pela ativagdo de cascatas de sinais especificas que aumentam o nivel de proteinas
do citoesqueleto e, conseqlentemente, a massa muscular e a forga de contragao.

O estresse gerado pelo exercicio induz a transcrigao de genes envolvidos
no crescimento, vascularizacdo e metabolismo, indicando que as mudancas no
padrao transcricional possuem um papel fundamental no remodelamento muscular
por desencadear respostas metabdlicas e de crescimento (ZAMBON et al., 2003).
Estas respostas podem contribuir para o tratamento de estados em que a
degradacédo de proteinas excede a sintese, tais como em condi¢cdes de exposigcédo a
microgravidade, envelhecimento, cancer, diabetes e AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida) (NADER, 2005).

O novo estado fisiolégico do organismo, gerado pela adaptagdo ao
exercicio, passa agora a ser analisado pela comunidade cientifica em nivel
molecular com énfase nas mudangas da expressdo génica e na sintese protéica
(MCARDLE; KATCH; KATCH, 2003). Diversos estudos nessa darea buscaram
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identificar as mudangas fenotipicas decorrentes da hipertrofia (GILROY; SALMONS;
PENNINGTON, 1997; O'BRIEN et al., 1992).

E consenso entre os fisiologistas do exercicio que, apesar das diferencas
na forma de classificacdo, as fibras musculares esqueléticas, baseando-se em
diferentes propriedades morfolégicas, bioquimicas e, portanto, funcionais, podem ser
classificadas essencialmente em fibras rapidas e lentas. E comum para esse tipo de
classificagdo o uso da sensibilidade diferencial da fibra & enzima Miosina ATPase
(MCARDLE; KATCH; KATCH, 2003). Alem disso, cada tipo de fibra muscular
apresenta padrbes especificos de funcionamento metabdlico. As fibras lentas,
Vermelhas ou do Tipo | utilizam predominantemente o metabolismo oxidativo,
possuem um maior conteudo de enzimas oxidativas, maior conteudo de mioglobina e
mitocéndrias, além de uma baixa atividade da miosina ATPase, enquanto as fibras
do Tipo Il, Brancas ou rapidas, apresentam maior numero de enzimas glicoliticas e
alta atividade da miosina ATPase (POWERS; HOWLEY, 2000).

A grande diversidade de fendtipos encontrados nas fibras musculares
esqueléticas leva a ocorréncia de fibras intermediarias, com caracteristicas que
variam entre as fibras Tipo | e Tipo |l, que apresentam propriedades tanto de fibras
lentas quanto de fibras rapidas. Variagbes na expressdo de genes para as
numerosas proteinas e suas isoformas acarretam diferengas nos tipos de fibras, tais
variagdes incluem proteinas ligadas as vias energéticas metabdlicas, ligadas ao
aparato contratil e acoplagem excitagdo-contragdo. Os fendmenos expressos por
uma fibra individual possuem importantes conseqtiéncias com respeito as demandas
energéticas e parametros funcionais fisiolégicos da fibra (TORGAN; DANIELS,
2001).

Pette (1998) afirma que as propriedades adaptativas do musculo
esquelético se baseiam tanto na presenga de multiplos genes quanto no processo
de splicing alternativo dos transcritos, permitindo esse tecido originar multiplas
isoformas protéicas. Devido a esse alto potencial adaptativo, as fibras da
musculatura esquelética sao capazes de modificar sua estrutura em resposta a um
determinado estimulo, que pode ser exemplificado por alteracbes na sua demanda
funcional (BRUTON, 2002). Muitos experimentos comprovam a capacidade do
musculo esquelético em adaptar-se ao treinamento fisico, através de mudancas

qualitativas e quantitativas no suprimento energético, especialmente no que diz
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respeito ao aumento na capacidade das vias metabdlicas oxidativas (BAR; PETTE,
1998).

Wada et al. (2003) analisaram eletroforeticamente, através de bidpsias da
porcao profunda do musculo vasto lateral, as mudangas na expressao protéica de
miosinas decorrentes de um programa de exercicios fisicos extenuantes realizados
durante 10 semanas. Os resultados eletroforéticos deste trabalho apontam que
ocorrem mudangas nos perfis de distribuicdo das isoformas miosinicas mais leves,
quando comparadas com as mais pesadas.

Na musculatura adulta os perfis de atividade contratii possuem um
importante papel na regulagédo do fenétipo muscular, demonstrado na literatura pelos
experimentos ligados a alteragdes neuronais (PETTE; VRBOVA, 1999). As
estimulagdes tbnicas de baixa frequéncia induzem a um fendtipo de fibra lenta,
enquanto a estimulagdo de alta freqléncia leva a um fendtipo de fibra rapida.
Entretanto, a caracterizagdo do caminho pela qual a informagao neural/perfil contratil
€ traduzida em mudancgas na expressao génica nao é conhecida. Um dos caminhos
mais estudados relativos a este processo envolve a calcineurina. Quando ativada
por Ca**/calmodulina, a calcineurina defosforila varias proteinas, incluindo a ativagéo
de fatores nucleares de transcricdo. A estimulacao neural através deste processo é
considerada um dos caminhos da decodificacdo da sinalizacdo no tecido muscular
(TIMMERMAN et al., 1996).

Donoghue et al. (2005) estudaram as respostas fisiolégicas e bioquimicas
de fibras musculares esqueléticas rapidas sob condi¢gdes de estimulagado crbénica de
baixa freqléncia, caracterizando estimulos aerdbicos. Os autores puderam verificar
através de eletroforese em gel bidimensional que dezesseis proteinas tiveram sua
expressao alterada. Dentre elas podemos citar a albumina, que teve sua expressao
aumentada em 4 vezes, e enzimas glicoliticas, como a enolase e a aldolase, que
tiveram uma diminuigao na expressao. Junto a isso também foi observado mudancgas
na expressao de isoformas protéicas relacionadas ao aparato contratil. Enquanto as
isoformas rapidas de miosina de cadeia leve tipo 2 e troponina T tiveram sua
expressao diminuida, as isoformas lentas dessas proteinas exibiram um aumento na
expressao.

Embora a resposta molecular transcricional ao treinamento fisico ndo seja
ainda claramente conhecida, uma sessio isolada de exercicios aerdébios pode

ocasionar um aumento agudo transitério na expressdo do RNAm de um grande
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namero de genes, dentre eles, genes envolvidos na biogénese mitocondrial, no
metabolismo oxidativo e nos mecanismos relacionados a defesa antioxidante
(MAHONEY et al., 2005). Podemos apenas citar como exemplos, o co-ativador 1 alfa
(PILEGAARD; SALTIN; NEUFER, 2003), fatores nucleares respiratérios
(MURAKAMI et al., 1998), glicogénio sintase (PILEGAARD et al., 2000) e outros. Em
adicdo a estes, o exercicio também mostra a elevagdo nos niveis de RNAm
relacionados a defesa contra o estresse oxidativo, como exemplo, a manganés
superoxido dismutase (HOLLANDER et al., 2001) entre outros genes.

Ja uma unica sessado de exercicios de forga resulta em respostas
moleculares agudas que geram hipertrofia por dois mecanismos. O primeiro
mecanismo se da através da ativacdo de proteinas quinases que atuam no
maquinario de sintese protéica aumentando a taxa de expressdo, o que gera um
acumulo de proteinas, principalmente proteinas contrateis. Ja o segundo mecanismo
€ explicado pela expressao de fatores de regulagdo miogénicos, que estao ligados a
proliferacdo, ativacdo e diferenciacdo de células satélites musculares, as quais
também contribuem para o aumento da area de seccao transversa da fibra muscular
(BICKEL et al., 2005). As células satélite permanecem presentes dentro do musculo
esquelético, até mesmo em idade avancada, retendo seu potencial proliferativo
(MARSH et al., 1997). A proliferacédo de células satélite e sua diferenciagdo em
miécitos maduros capacitam o reparo e a hipertrofia das miofibras existentes, bem
como a geragao de novas miofibras (SEALE; RUDNICKI, 2000).

Dessa forma, acredita-se que a realizagdo de sucessivas sessdes dentro
de um programa de treinamento fisico causam pulsos de elevagao transitéria na
quantidade de RNAm. Em consequéncia, a adaptagao crbnica ao treinamento se da
provavelmente pelo efeito cumulativo de cada sessdo, o que gera um aumento, a
longo prazo, na quantidade de proteinas, conduzindo a alteragées na quantidade de
proteinas especificas que culminam em adaptagdes fisioldgicas favoraveis ao tipo de
exercicio imposto. Estas adaptagdes sdo especificas e determinadas pelo tipo de
exercicio realizado, o qual pode ser caracterizado por fatores como volume e
intensidade do exercicio, bem como pelo substrato energético utilizado durante sua
realizagao (COFFEY; HAWLEY, 2007; MAHONEY; TARNOPOLSKY, 2005).
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2.2. O MUSCULO ESQUELETICO E SUA COMPOSIGAO PROTEICA

O tecido muscular esquelético o qual é formado em sua maior parte por
agua, cerca de 75% do seu conteudo, também apresenta em sua composi¢do, um
percentual de aproximadamente 20% de proteinas, sendo os demais 5%
representados por sais e outras substancias (MCARDLE; KATCH; KATCH, 2003).

Sao as proteinas que compdem o tecido muscular as responsaveis por
desempenhar as mais diversas fungdes celulares. Essa capacidade de exercer
inUmeras fungdes ocorre, em parte, devido a uma complexa estrutura tridimensional.
Essa complexidade da estrutura protéica € estabelecida em funcédo dos diversos
niveis de interagcao entre a seqiéncia de aminoacidos que formam cada proteina.
Da-se o0 nome a essa sequéncia de aminoacidos, formados a partir dessas ligagoes,
de cadeia polipeptidica. Ja os grupamentos presentes nos diversos aminoacidos que
ndo estdo envolvidos nessas ligagdes, mas que influenciam fortemente as
propriedades da proteina em questao sdo denominados de cadeia lateral.

Tais cadeias laterais conferem diversas caracteristicas especificas a cada
um dos diferentes aminoacidos, podendo atribuir propriedades polares ou apolares e
carrega-los negativa ou positivamente. S&0 essas caracteristicas que originam as
interagdes que irdo determinar a estrutura tridimensional das proteinas através de
inumeras ligagdes fracas ndo-covalentes, podemos citar as pontes de hidrogénio,
ligagbes ibnicas, forcas de Van der Waals e interagdes hidrofobicas (ALBERTS et
al.,, 2004). Essa forma tridimensional adotada tende a uma unica conformagao
estavel onde a energia livre € minima, porém essa conformacéo pode sofrer leves
alteragdes temporarias no momento da interagdo da proteina com outras moléculas.
As modificagdes conformacionais é que determinarao a capacidade das proteinas
realizarem inumeros processos dinamicos da célula, dando origem a suas fungdes
especificas. Dessa forma, devido a grande possibilidade de variagdes entre essas
interagdes, encontramos proteinas com fungdes estruturais, metabdlicas, de defesa,
de contratilidade, entre outras (BOULEY; CHAMBOM; PICARD, 2004).

A proteina mais abundante do aparato contratil, representando
aproximadamente 60-70% do conteudo protéico total do musculo esquelético é a
miosina (ATTAIX et al., 2005). Ela também foi a primeira proteina motora do musculo

esquelético a ser identificada, inicialmente apenas nesse tecido, e recebeu a
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denominacdo de miosina Il (ALBERTS et al., 2004). Hoh (1975) foi o primeiro
pesquisador a identificar essa proteina em sua forma nativa pelo método de
Eletroforese em gel de poliacrilamida.

Posteriormente foram identificadas por 2DE diferentes isoformas das
cadeias leves e pesadas da molécula de miosina, exibindo pesos moleculares que
variavam entre 16 e 27 kDa., para as cadeias leves, e entre 200 kDa e 204 kDa.
para as cadeias pesadas (BARANY; BARANY; GIOMETTI, 1995). Shinshkin,
Kovalyov e Kovalyova (2004), em sua revisdo sobre estudos proteémicos de
proteinas musculares, afirmam que as cadeias pesadas de miosina possuem mais
de 6 genes, que codificam cerca de 10 isoformas e se organizam em dimeros
espiralados, formando o filamento espesso de miosina. Enquanto as cadeias leves
de miosina, encontradas nas extremidades das cadeias pesadas, possuem mais de
5 genes codificando cerca de 7 isoformas, subdivididas em cadeias leves Essenciais
e Regulatérias.

A actina aparece como a segunda proteina em nivel de abundancia na
formacado dos miofilamentos estruturais e contrateis, tendo funcdo determinante na
formacédo do citoesqueleto celular, na contracdo muscular e em outros processos
celulares. Compondo o esqueleto do filamento fino, a actina apresenta-se em forma
filamentosa (actina-F) disposta em dupla hélice, onde cada um destes € composto
por moléculas globulares de actina-G polimerizadas. Dispostos por todo o seu
comprimento existem sitios ativos, que sao os locais onde as pontes cruzadas das
miosinas interagem com os filamentos de actina. Sdo conhecidos pelo menos 6
isoformas de actina, codificadas por 6 diferentes genes, no musculo esquelético,
cardiaco e em outros tecidos (SHINSHKIN; KOVALYOV; KOVALYOVA, 2004). Essa
diversidade de isoformas parece estar relacionada a diferentes demandas
fisioldgicas teciduais, assim conferindo variadas propriedades contrateis tanto em
células musculares, quanto em células ndo-musculares (GUNNING; WEIBERGER;
JEFFREY, 1997).

A actina juntamente com a tropomiosina e a troponina formam os
filamentos finos, que durante a interagdo com os filamentos espessos de miosina
também sao responsaveis pelo processo de contragdo muscular. No musculo
esquelético a tropomiosina é formada por duas subunidades, classificadas em forma
a (rapida) e a B (lenta). Apos separagao em eletroforese SDS-PAGE, foi visto que a

forma a apresenta uma isoforma nas fibras de contracéo rapida e outra isoforma nas
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fibras de contracdo lenta, enquanto a forma B € a mesma entre ambos os tipos de
fibra. Todas apresentam um peso molecular de aproximadamente 33 kDa. e pl entre
525 e 5.30 (BARANY; BARANY; GIOMETTI, 1995), além dessas isoformas,
Muthuchamy, Rethinasamy e Wieczorek (1997) apresenta-nos as isoformas
tropomiosina 30 e a tropomiosina 4.

Também presente no filamento fino estd a proteina troponina, que na
verdade € um complexo protéico composto por trés subunidades que tem
participacao especifica na regulacdo da contracdo muscular. A subunidade
troponina-T, tem afinidade com a tropomiosina e massa molecular aproximada de 37
kDa., a troponina-l tem afinidade com a actina e massa molecular de 24 kDa. e a
ultima, com massa molecular de 18 kDa. e afinidade pelo calcio, € chamada de
troponina-C (MCARDLE; KATCH; KATCH, 2003). A troponina-T apresenta 10
isoformas, codificadas por 3 genes, que séo divididas em subfamilias rapida, lenta e
cardiaca. Ja a troponina-C, pertencente a familia de proteinas ligadoras de caicio,
apresentam 4 dominios de ligagéo ao calcio e possuem 2 isoformas codificadas por
2 genes. Enquanto a troponina-l apresentam 3 isoformas, rapidas e lentas,
codificadas por 3 genes (GUNNING; WEIBERGER; JEFFREY, 1997).

Podemos listar uma série de outras proteinas descritas na literatura,
denominadas de filamentos intermediarios. Elas compdem um sistema de estruturas
filamentosas no citoplasma e no nucleo da célula eucaridtica que sao essenciais na
manutencdo da integridade estrutural e funcional do musculo. Sdo elas: desmina,
vimentina, nestina, cineina, cincoilina, laminulas e citoqueratinas (PAULIN; LI, 2004);
nebulina, proteina C, proteina M, proteina X, proteina H, miomesina, creatina cinase
M, a-actinina, titina (MCARDLE; KATCH; KATCH, 2003); vinculina, tubulina,
tropomodulina (BOULEY; CHAMBOM,; PICARD, 2004).

A desmina tem papel importante na manutengcdo da organizagdo
estrutural da fibra muscular. Responsavel pela conexao longitudinal entre os
sucessivos discos-Z na formacédo dos sarcOmeros, a desmina € particularmente
abundante nas jungdes miotendinosas e neuromusculares no musculo esquelético
(PAULIN; LI, 2004). As duas formas variantes apresentam massa molecular
semelhante, cerca de 53.000 Da., mas pl diferentes, 5.4 para a a-desmina e 5.5 para
a B-desmina (BARANY; BARANY; GIOMETTI, 1995).

No musculo esquelético de vertebrados, a titina depende de sua

associacdo com outras estruturas para desempenhar sua funcdo. A extremidade
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carboxi-terminal da titina esta fixada na linha M, provavelmente mediada pela ligagao
com a proteina miomesina e proteina-M. Ja a extremidade amino-terminal esta presa
a linha Z, possivelmente pela interagdo com a a-actinina. Enquanto na banda-l a
molécula de titina se encontra presa lateralmente a moléculas paralelas, na banda-A
estima-se que ela esteja associada ao filamento espesso de miosina. Essa proteina
parece desempenhar um papel organizacional dindmico na fibra muscular, através
de suas propriedades elasticas, quando a mesma € alongada além de seu limite
elastico. Outra proteina também ligada ao controle da regulagdo do comprimento do
sarcémero é a nebulina, proteina de 600 a 900 kDa. que possui dominios estruturais
repetitivos que interagem com os mondémeros de actina no filamento fino (KELLER,
1995).

Blake et al. (2002) ressaltam a importancia do estudo de uma proteina
chamada de distrofina, que esta diretamente ligada a manutengéo da arquitetura da
juncdo neuromuscular e da homeostase muscular. A distrofina € uma proteina
pertencente a familia protéica das B-espectrina e a-actinina, de aproximadamente
427 kDa., presente em um complexo protéico localizado no sarcolema muscular,
conectando o citoesqueleto celular com a lamina basal. A ocorréncia de mutacdes
no gene que codifica a distrofina pode acarretar uma desestabilizagdo da membrana
e ativar multiplos processos patoldgicos relacionados as distrofias musculares.

Uma segunda classe de proteinas esta presente no musculo esquelético
além das proteinas estruturais. Sao elas as proteinas com fungdes metabdlicas, que
apesar de representarem um menor percentual do conteudo protéico total da célula
muscular, aparecem como as mais abundantes em termos de diversidade. E
possivel fazer uma classificagdo dessas proteinas de acordo com sua fungao
enzimatica, em hidrolases, nucleases, proteases, sintases, isomerases, polimerases,
quinases, fosfatases, oxido-redutases e ATPases, responsaveis pela catalisagao da
hidrélise do ATP (Adenosina trifosfato) originando ADP (Adenosina difosfato) e Pi
(Fosfato inorganico), promovendo a liberacdo de energia. Essas proteinas sao
responsaveis por uma gama de fungdes, tais como: catalise, transdugao de sinal,
canais, bombas de sucgéo, etc. (ALBERTS et al., 2004).

Dentre elas, uma das mais importantes proteinas do metabolismo celular
muscular € uma proteina homodloga da hemoglobina, a mioglobina, que apresenta
trés isoformas no musculo esquelético e é responsavel pelo transporte de O-

(Oxigénio) e CO: (Gas Carbbnico) no musculo. Especula-se também que a
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Mioglobina desempenhe outro papel além de transporte e armazenamento de
oxigénio, por exemplo, a regulacdo de Oxido Nitrico em nivel microvascular (GELFI
et al., 2004).

2.3. PROTEINAS MARCADORAS E ESTUDOS PROTEOMICOS

O estudo adequado dos processos dinamicos dos sistemas biolégicos se
torna dificil quando se tem como alvo de estudo o genoma do organismo, pois séo
as proteinas e ndo os genes que determinam a funcionalidade e o fenétipo de um
organismo. Dessa forma, o estudo do proteoma é fundamental por envolver
aspectos importantes que implicam diretamente diversos campos da biotecnologia.

A caracterizagao protebmica possibilita a revelagdo de caminhos
metabdlicos envolvidos em diversas situagdes, permitindo a identificagdo e
caracterizagdo de possiveis marcadores biolégicos especificos de um determinado
estado de saude. Dessa forma, através da identificagdo de novas moléculas
bioativas em extratos biologicos naturais, é possivel desenvolver novos
medicamentos. Assim, os resultados alcangados com abordagens proteémicas
podem ser diretamente aplicados em diferentes areas, principalmente nas areas
médicas e farmacéuticas, que estdo intimamente ligadas aos avangos da
biotecnologia (ANDERSON; MATHESON; STEINER, 2000).

Nos Uultimos anos foram vistos iniUmeros avangos nas ferramentas
disponiveis para a investigagdo médica atual quando relacionada a Biologia
molecular e celular. Os desenvolvimentos de novas ferramentas permitiram a
separagdao adequada de proteinas, seguida de técnicas de identificagdo, dando
origem a analise protedmica moderna. Tais ferramentas, em geral, sdo aplicadas no
estudo das doengas humanas e permitem, além de identificar marcadores
moleculares, conhecer a resposta de uma célula ou tecido a estresses diversos
através da comparacao de seu perfil protéico, contribuindo assim para um melhor
entendimento de como as proteinas atuam de maneira a regular os mais diversos
mecanismos celulares (CIERO; BELLATO, 2002).

A identificacdo de marcadores pela analise protebmica se baseia nas

diferencas de expressao protéica detectadas no gel de individuos portadores da
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patologia em estudo, quando comparados ao de individuos saudaveis. Apos a
utilizagdo das técnicas de coloragéo, os spots no gel com intensidades diferentes
podem representar os marcadores, nesse caso, proteinas diferencialmente
expressas (CARVALHO et al., 2005). Maciel et al. (2005) demonstraram a
aplicabilidade de tal método em pacientes com céncer de pulmao. Neste estudo
foram identificadas 5 proteinas diferencialmente expressas que puderam ser
caracterizadas como marcadores moleculares em potencial para 0 uso no
diagnéstico e no tratamento.

O estudo das mudancgas globais na expressao protéica entre os estados
patoldgicos e de saude, ou células tratadas com drogas ou outros estimulos, pode
ser chamado por expressao proteémica (BLACKSTOCK; WEIR, 1999; CORTHALS;
NELSON, 2001; KIM, 2005). Doengcas multigénicas como o cancer, diabetes e
doengas cardiacas, caracterizam 98% das doengas (STROHMAN, 1995b). O
diagnéstico e a caracterizagdao das doencas multigénicas € dificultada pelas
complexas interagdes entre e intra genes e eventos epigenéticos que circundam os
caminhos metabdlicos afetados (STROHMAN, 1995a). Descobrir marcadores
patolégicos desta forma requer abordagens globais e mapas de expresséo protéica
comparativos, onde se torna possivel verificar a diminuicdo ou aumento dessa
expressao, identificando e quantificando as proteinas. Pela medida da expressao de
um grande numero de proteinas, pode-se monitorar as mudangas coordenadas de
expressao de proteinas especificas da patologia. Esta abordagem ¢é mais
comumente efetuada pela combinagdo de eletroforese 2D e métodos de
identificagao protéica, como a espectrometria de massa (KIM, 2005).

As patologias que trazem danos aos musculos esqueléticos podem
acarretar profundos efeitos fisiolégicos, como perda dos movimentos e desequilibrio
metabdlico. Uma grande parte da literatura médica e desportiva esta focada no
entendimento das causas moleculares de varias doengas da musculatura estriada,
incluido nesta categoria as distrofias musculares, as miopatias, as desordens
metabdlicas e desordens neurais. A pesquisa foca também os processos fisioldgicos
normais do musculo estriado, incluindo as contragdes, desenvolvimento,
diferenciagdo, metabolismo, biologia neuromuscular (ISFORT, 2002) e ainda, na
dindmica de liberacdo e armazenamento de aminoacidos, conduzindo

respectivamente a processos de atrofia e hipertrofia muscular.
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Os estudos protedmicos publicados com relacdo ao tecido muscular
esquelético, ainda estdo em desenvolvimento e aparecem em pequeno numero na
literatura especializada. Normalmente, buscam através de identificacdo e
comparagao do fendtipo protéico do musculo submetido a diferentes tratamentos
experimentais, identificar variagbes no aumento, diminuigdo e/ou inibicdo da sintese
de proteinas.

Nesse sentido, Isfort et al. (2000) apresentam dados de analises
protebmicas de ratos submetidos a diferentes estimulos de atrofia: suspensao de
membro, imobilizacdo de membro, desenervacdo, além de hipertrofia apds
suspensdo. Segundo essa avaliagdo, a proteina solear-114, identificada como
troponina T, teve sua expressdo diminuida apds desenervacdo, aumentada na
imobilizacéo e hipertrofia e ndo sofreu alteragao apds suspensao. A proteina solear-
255 (ainda nao identificada) apresentou decréscimo apos desenervagédo e
suspensao, aumento apds hipertrofia, e ndo apresentou alteragdo apds imobilizagao.
A proteina solear-459 apresentou-se aumentada em decorréncia dos processos de
desenervacdo, imobilizacdo e suspensado, e diminuida na hipertrofia, e a proteina
solear-333 mostrou comportamento oposto a solear-459, diminuindo na
desenervacio, suspensao e imobilizacao e aumento apds a hipertrofia.

Em outro trabalho do mesmo autor (ISFORT et al., 2002), séao
apresentados dados de perda de massa muscular apds imobilizagcdo do calcanhar
da pata direita de rato. No musculo solear — formado principalmente por fibras lentas
— em comparagao com o musculo tibial anterior — formado principalmente por fibras
rapidas — onde as maiores perdas de massa muscular se dao entre 0 e 0,5 dias apo6s
a imobilizagdo, com o musculo solear apresentando modificagdes estatisticamente
significantes no nivel de 17 proteinas enquanto o musculo tibial anterior apresentou
modificagdes no nivel de 45 proteinas.

De forma a entender melhor os processos moleculares acarretados pela
desenervagao, Sun et al. (2006), utilizou um modelo experimental de esmagamento
do nervo ciatico para examinar as proteinas expressas diferencialmente no musculo
gastrocnémio de ratos, em diferentes semanas apds o procedimento, usando analise
protedbmica. A expressao relativa de 11 proteinas, incluindo a actina a e a cadeia
pesada de miosina, demonstrou uma diminuicdo nas duas primeiras semanas apos
o procedimento cirdrgico. Enquanto outras cinco, incluindo a alfa e beta enolase,

apresentaram um aumento em sua expressao apés uma semana do procedimento.
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Com esses achados, os autores esperam contribuir para o desenvolvimento de
novos alvos e para intervencido terapéutica na atrofia do musculo esquelético
acarretada por danos ao nervo.

Gelfi et al. (2004), investigaram os mecanismos de adaptacdo das
estruturas protéicas musculares, decorrente da exposicdo prolongada a altitudes
elevadas dos “Sherpas” Tibetanos. Os autores compararam Tibetanos nascidos e
residentes entre 3500 e 4500m, com Tibetanos nascidos e residentes em altitudes
de até 1300m, tendo como grupo controle Nepalenses nascidos e residentes em
altitudes de até 1300m. Todos os individuos pesquisados tinham idades entre 18 e
23 anos. As analises foram realizadas a partir de amostras de tecido muscular
retiradas por biopsia do musculo vasto lateral. A partir dessas analises foi visto
diferengas estatisticas na expressdo de sete diferentes proteinas: glutationa-S-
transferase p (GST P1-1), enoil-CoA-hidratase (ECH), gliceraldeido-3-
fosfatodesidrogenase (GAPDH), lactato desidrogenase (LDH), fosfoglicerato mutase
(PGA), NADH-ubiquinona oxidoredutase (NUGM), e mioglobina.

Burniston (2008), ao estudar o efeito do exercicio aerdbicos sobre o
musculo esquelético de ratos treinados de 70-75% do VO, de pico, por 30 minutos, 5
dias por semana, durante 4 semanas, encontrou em seus geéis 2D cerca de 187
spots que tinham uma relagdo entre o grupo treinado e o grupo sedentario. Tendo
identificado 80 proteinas que correspondiam aos produtos de 40 genes por
espectrometria de massa, o autor observou uma expressao diferencial em 15
proteinas envolvidas na diminui¢gao da glicolise e no aumento da oxidagao de acidos
graxos como fonte de energia, indicando que essa adaptagdo do musculo

esquelético pode estar envolvida com o estresse oxidativo induzido pelo exercicio.



Objetwos
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL:

Verificar as alteragcbes nos padrdes morfolégicos do musculo esquelético e
cardiaco e identificar possiveis proteinas marcadoras em musculo esquelético

decorrentes da inducéo de exercicio fisico aerébio em ratos

3.2 ESPECIFICOS:

e Aperfeigoar protocolos e estratégias para o treinamento aerébio em esteira

ergométrica sob diferentes intensidades, em ratos.

e Mensurar a morfologia da fibra muscular esquelética por parametros de

didmetro médio

e Mensurar a morfologia da fibra muscular cardiaca por parametros de

didmetro médio

e Mensurar a vascularizagdo do miocardio através de medidas do diametro

e quantificagcao de capilares.

¢ Identificar possiveis proteinas marcadoras através de analise protebmica e

por espectrometria de massa.



Jwstifieativo
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4 JUSTIFICATIVA

A identificacdo de proteinas estruturais e regulatérias contribui na
formagdo da base molecular para o entendimento da adaptacdo muscular
esquelética causada pelo exercicio. O exercicio induz multiplos tipos de alteragbes
estressantes, incluindo aumento na demanda por ATP, engatilhando mobilizagao,
transporte e utilizacdo de substratos energéticos, aumento na producdo de radicais
livres do oxigénio, desbalanceamento dos eletrdlitos através das membranas
celulares e desregulagao do pH (MAHONEY et al., 2005).

Existe agora, em grande emergéncia junto aos fisiologistas do exercicio,
um entendimento crescente sobre os fatores de ativagdo da transcricdo gene-
especifica durante e apds o exercicio. Tanto no restabelecimento da homeostase da
musculatura esquelética apds o exercicio, quanto na contribuicdo das adaptagdes
musculo-esqueléticas que ocorrem em resposta ao treinamento fisico.

Numerosos estudos demonstram que sessdes Unicas de exercicios, tém
como consequéncias significativas elevagdes na expressao de diversas espécies de
RNAmM de genes de grupos metabdlicos, coordenatérios (GUSTAFSSON et al.,
1999; PUNTSCHART et al., 1998) e imunomodulatérios (FEBBRAIO; KOUKOULAS,
2000), observados em amostras de musculos. Em resposta ao exercicio, a
transcricdo génica pode ser ativada em segundos (NEUFER; ORDWAY; WILLAMS,
1998).

Em trabalhos anteriores, no Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Estadual do Ceara (ISCB — UECE), Ferraz (2007) e Machado (2006)
caracterizaram varias proteinas estruturais altamente abundantes em tecido
muscular de ratos, em géis bidimensionais. Estas proteinas se mostram ligadas ao
aparato contratil, incluindo as actinas, miosinas, tropomiosinas e troponinas. A
analise dos géis nas duas faixas de pH (4-7 e 6-11) apresentou proteinas estruturais,
como as cadeias leves de miosina, proteinas ligadoras de miosina, actinas e
troponinas T. A maioria dos trabalhos da literatura demonstram serem essas
proteinas musculares susceptiveis a alteragbes de sua expressdao em funcdo de

mudangas no estado fisiolégico do organismo.
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Junto a isso, resultados preliminares, ainda nao publicados, demonstraram
a utilizacdo de géis bidimensionais na determinacdo de isoformas protéicas no
musculo esquelético de ratos treinados aerobicamente (MACHADO et al., 2009).
Outros resultados encontrados por CARLOS et al. (2008) sugerem que animais
exercitados, em uma intensidade moderada, apresentam um aumento no diametro
médio de fibras musculares esqueléticas do musculo gastrocnémio.

Dessa forma, o presente estudo busca informagdes acerca dos produtos
finais da expressdo génica resultantes de treinamento fisico crénico em diferentes
intensidades, verificando a presencga de possiveis proteinas marcadoras uteis em
aplicagdes biotecnoldgicas para o entendimento da adaptacdo muscular e fisiolégica

ao exercicio.



Moterial e Métoolos
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5 MATERIAL E METODOS

5.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL:

5.1.1. Materiais Biolégicos

Etica na experimentacdo animal: o projeto de pesquisa foi encaminhado
para o Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do
Ceara. Sendo aprovado sob o protocolo de N° 08351787. Todos os principios éticos
sobre experimentacdo e manipulacdo animal foram respeitados conforme os
principios regidos pelo COBEA — Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal.

Foram utilizados ratos machos da raga Wistar, com idade aproximada de
90 dias e peso médio de 150 gramas, provenientes do Biotério da Universidade
Federal do Ceara (UFC) e mantidos no centro de aclimatagao de animais situado no
Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas (ISCB) da Universidade Estadual do
Ceara (UECE). Durante o treinamento fisico, os animais ficaram no laboratério, sob
temperatura de 22 a 25 °C, com ciclo 12 horas claro e 12 horas escuro, recebendo

ragao e agua ad libitum.

5.1.2. Grupos Experimentais

Os grupos controle e experimental foram constituidos a partir de 18 ratos
Wistar machos divididos aleatoriamente em trés grupos: treinado com exercicio de
baixa intensidade (Ex B. Int), treinado em alta intensidade (Ex A. Int) e sedentario
(SED)
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5.1.3. Treinamento Fisico

Nos grupos submetidos ao programa de treinamento com exercicio
aerdbio, os ratos foram submetidos a sessbdes de treinamento em esteira humana

adaptada por Ferraz (2007) de modelo Atletic Speed 2 (Figura 1 e 2).

Figura 1 — Imagem ilustrativa da esteira ergbmetrica adaptada utilizada para o treinamento dos
animais (FERRAZ, 2007).

Figura 2 — Imagem detalhada das raias adaptadas na esteira ergométrica utilizada para o treinamento
dos animais (FERRAZ, 2007).
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O protocolo de treinamento utilizado teve uma frequéncia de 5 dias por
semana, 30 minutos por dia, durante 12 semanas e esta descrito na tabela 1, sendo
que na 12 e 22 semanas, foi realizado um periodo de adaptacdo dos animais a
esteira rolante. Os ratos foram submetidos inicialmente & uma velocidade de 6,7
m/min, a qual foi aumentada progressivamente até atingir a velocidade final de 21,7
m/min para o grupo de baixa intensidade e 40 m/min para o grupo de alta
intensidade, ao fim da 12? semana. Ressaltamos que o treinamento foi realizado
utilizando luz vermelha e no horario da noite, devido ao habito noturno desses

animais.

Tabela 1 — Protocolo de treinamento fisico utilizado na esteira ergométrica adaptada.

Protocolo de treinamento

Semanas Sedentario Exelrcicio de Baixa Exercicio de Alta
ntensidade Intensidade

1° 10 min. — 6,7 m/min 10 min. — 6,7 m/min
2° 15 min. — 6,7 m/min 15 min. — 10 m/min
3° 20 min. — 6,7 m/min 20 min. — 11,7 m/min
4° 25 min. — 6,7 m/min 25 min. — 13,3 m/min
5° 30 min. — 10 m/min 30 min. — 20 m/min
6° 05 min. - Esteira 30 min. — 11,7 m/min 30 min. — 20 m/min
7° desligada 30 min. — 13,3 m/min 30 min. — 20 m/min
8° 30 min. — 15 m/min 30 min. — 23,3 m/min
9° 30 min. — 16,7 m/min 30 min. — 23,3 m/min
10° 30 min. — 18,3 m/min 30 min. — 23,3 m/min
11° 30 min. — 20 m/min 30 min. — 40 m/min
12° 30 min. — 21,7 m/min 30 min. — 40 m/min

A intensidade do treinamento foi determinada a partir de uma pesquisa
realizada por Carvalho, Masuda e Pompeu (2005). Neste estudo os autores
propuseram um protocolo de determinacdo do limiar de lactato e um teste de
validagéo do treinamento aerdébio baseado no limiar de lactato em ratos. Através
desta investigagdo os autores puderam concluir que, em grupos homogéneos, a

média da velocidade em que um pequeno numero de animais atinge o limiar de
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lactato, pode ser usada com sucesso para a prescricdo da intensidade do treino
aerdbio de um grupo maior.

Todos os animais tiveram sua capacidade funcional avaliada antes do
treinamento, apds 6 semanas de treino e no final do experimento. O objetivo da
avaliagao funcional foi de verificar possiveis melhoras no desempenho fisico dos
animais. A avaliagao funcional foi realizada através de um teste de esforgo maximo
em esteira adaptada, aumentando progressivamente a velocidade a cada minuto,
apés os 3 minutos iniciais de aquecimento. O ponto de exaustao foi determinado
pela recusa do animal em se movimentar ou devido a perda da mecanica adequada
do movimento (OLIVEIRA, DINIZ; AMAYA-FARFAN, 2002). Neste momento, o
animal foi retirado da esteira rolante e anotada sua identificagdo, o tempo percorrido

e a velocidade atingida.

5.1.4. Sacrificio dos animais

Ao fim do tratamento os animais foram anestesiados com Thiopental
Sodico 1g de marca Cristalia, na dose de 3 mg/Kg de peso do animal. Em seguida,
os mesmos foram sacrificados por decaptacdo, de acordo com a Resolucdo do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria - CFMV/CRMVs - N° 714, 20/06/2002,
para posterior dissecagado dos tecidos a serem utilizados (musculo gastrocnémio e

coragao).

5.1.5. Laboratorios

Os experimentos envolvendo os animais e analises foram conduzidos nos
laboratérios: Bioquimica e Cultura de Células nas dependéncias do Instituto Superior
de Ciéncias Biomédicas (www.uece.br/cmacf) pertencentes a Universidade Estadual
do Ceara - UECE. A analise histoldgica foi efetuada no Laboratério de Histologia da
Universidade de Fortaleza — UNIFOR.



41

5.2. ANALISE HISTOLOGICA

5.2.1. Processamento das amostras de tecido

Apos o sacrificio e dissecagao, os musculos gastrocnémio da pata direita
e esquerda e o musculo cardiaco foram processados para os estudos histologicos.
Com os tecidos acondicionados em placa de Petre, contendo solugdo de Ringer,
foram realizados cortes longitudinais no musculo esquelético e no musculo cardiaco.
A referéncia basica para estas metodologias pode ser encontrada em publicagao de
Ross e Reith (1993).

O processo de preparagcdo das pecas comegou com a sequéncia de
banhos para a desidratacdo do material: inicialmente as pegas foram colocadas por
1 hora em solugdo de formaldeido a 10%; trocando-se entdo essa por uma nova
solugéo de formaldeido a 10%, na qual as pegas permanecerao por mais 24 horas;

em seguida os materiais passaram para o alcool a 70% (solugé&o de conservagao).

5.2.2. Processo de desidratagdo das amostras

No processo de desidratacio, foram realizados banhos consecutivos de 1
hora em alcool 70%, 80%, 90% e 100%, esse ultimo por trés vezes. Apds a
seqliéncia de banhos com alcool, foram realizados banhos de 1 hora de Alcool-Xilol
(50% Alcool e 50% Xilol), seguidos por dois banhos de 1 hora de Xilol 100%. O
tecido foi preparado dessa forma para que fosse impregnado com parafina nos
banhos seguintes, utilizando parafina histolégica a 60° C, por 3 horas em estufa. Por
fim, as pecgas foram incluidas em blocos de parafina, resfriadas no congelador, para
posterior corte em micrétomo. A espessura dos cortes foi de £ 8 um.

Os cortes da parafina com tecido foram colocados em agua a + 45° C,
para que a parafina derreta e libere os tecidos, dessa forma esses puderam ser
“pescados” com as laminas embebidas em Albumina (50% glicerina / 50% clara de

ovo) e armazenados em estantes de madeira. Uma vez nas estantes, as mesmas
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foram colocadas na estufa por um periodo de 1 a 2 horas, de forma que tivesse sido

removida cerca de 80% da parafina.

5.2.3. Coloragao das laminas

A coloragéo basica dos tecidos foi feita com hematoxilina e eosina (HE).
Com a intencao de retirar o restante da parafina (20%), foram feitos dois banhos
consecutivos de Xilol absoluto (100%) por 10 minutos.

Dando sequéncia ao processo de coloragao realizou-se a hidratagao do
material na lamina. A hidratacdo consistiu em banhos rapidos, apenas mergulhando
as laminas, nas solugdes de alcool absoluto, alcool 95%, alcool 90%, alcool 80% e
agua destilada, seguido de banho de 8 a 10 minutos em Hematoxolina, lavagem em
agua destilada, banho rapido em Eosina e por fim, lavagem em agua corrente.

Uma vez coradas, foi preciso realizar novamente a desidratagdo do
material na |lamina para fixacdo do material. Foram feitos novos banhos rapidos nas
solucdes de alcool 80%, alcool 90%, dois banhos de alcool absoluto, alcool-xilol
(50% Alcool e 50% Xilol) e dois banhos de xilol absoluto. Apds a seqiiéncia esperou-

se secar para montagem das laminas.

5.2.4. Montagem das laminas

Para a montagem, foram utilizados gases para a limpeza ao redor do
material na ldmina, colocado uma gota de Enteldam e uma gota de xilol na laminula,
além de uma gota de xilol no material que se encontra na lamina. Entao foi posta a
laminula sobre o material e pressionada para colagem de forma a evitar bolhas entre
a lamina e a laminula. Foi preciso esperar secar para que a lamina pudesse ser

analisada em microscopio optico.



43

5.2.5. Metodologia de analise das laminas

Para o estudo morfométrico, foi utilizado um microscépio de modelo Zeiss
Primo Star, conectado a uma camera Pixelink modelo PLA662, com objetiva 4x/0,10
para o didmetro de fibras do musculo esquelético e didmetro de fibras do musculo
cardiaco. Para a quantificagdo e didametro médio dos capilares do musculo cardiaco
foi utilizada a objetiva de 40x/0,65. Todas as analises foram realizadas com o auxilio
do software AxioVision 3.1.2.1 no laboratério de Histologia da Universidade de
Fortaleza. Todas as analises foram feitas por um Unico avaliador. Todas as laminas
dos protocolos descritos abaixo foram analisadas em triplicata.

Na analise do didmetro médio das fibras musculares esqueléticas foram
selecionados aleatoriamente 3 animais de cada grupo, de cada animal foi escolhida
1 ldamina de cada pata. Em cada lamina foram identificadas duas areas distintas
onde o corte fosse predominantemente transversal. Em cada area foi definido 1
circulo com raio de 1.000 um, demarcadas 50 fibras e medido seus didmetros
médios.

Na andlise do didmetro médio das fibras musculares cardiacas foram
selecionados aleatoriamente 3 animais, de cada animal foram escolhidos 3 laminas.
Em cada lamina foram identificadas areas com corte predominantemente
transversal. Nas areas identificadas foram obtidas 4 imagens com tamanho de
63788,82 um?, de cada imagem foi demarcada e mensurada o didmetro médio de 50
células, totalizando 200 células por lamina.

Ja na analise do didametro médio dos capilares do tecido cardiaco foram
selecionados 3 animais de cada grupo, de cada animal foi escolhida 1 ldmina. Em
cada lamina foram selecionadas 3 éareas distintas (apice, lado direito e lado
esquerdo), onde foi medido o didmetro médio de 50 capilares em cada area.

Para a analise da quantificagcdo de capilares no tecido muscular cardiaco
forma selecionados 3 animais, de cada animal foi escolhido 1 lamina, de cada lamina
foram obtidas 9 imagens com tamanho de 63788,82 um?, onde 3 imagens foram do
apice, 3 do lado direito e 3 do lado esquerdo. Entdo, foi realizada a contagem total

de capilares na area das imagens selecionadas.
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5.3. ANALISE PROTEOMICA

5.3.1. Processamento das amostras de tecido

As amostras obtidas do tecido muscular esquelético foram lavadas com
agua deionizada fria ou com tampao de baixa forga id6nica. A ruptura do tecido
muscular foi efetuada por maceragcdo, apdés a qual as amostras foram entdo
solubilizadas em solucdo desnaturante ndo idnica, homogeneizadas e agitadas por
30 minutos em centrifuga.

A metodologia baseia-se especialmente nos manuais técnicos dos
equipamentos de focalizacao isoelétrica e nas recomendacdes dos fabricantes de
equipamentos (especialmente Amersham/GE Bioscience). As principais referéncias
para a analise protedmica sdo: BERKELMAN; STENSTEDT, 2002 e WILKINS et al.,
1996.

O processo de extragdo de proteinas € fundamentado em metodologia
proposta por Bouley; Chambon; Picard (2004). O tecido obtido da musculatura
esquelética dos ratos foi congelado com N3 liquido. Do tecido congelado foi utilizado
cerca de 40 mg para extracdo, o mesmo foi pulverizado em almofariz previamente
resfriado com N liquido com o auxilio do pistilo e solugao de extragdo (Uréia 8,0 M,
Thiouréia 2,0 M, DTT 1%, Chaps 2%, IPG buffer pH 3-10 2%) e transferido para
tubos de centrifuga. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por
30 minutos. A concentragao de proteinas foi entdo determinada usando o método
reativo de Bradford (1976).

5.3.2. Eletroforese bidimensional

Aproximadamente 500 pg de proteina total extraida de musculo
gastrocnémio foram carregadas diretamente no gel de focalizagdo com gradiente de
pH imobilizado, na faixa de 3 a 10 (Immobiline IPG strips — GE Healthcare), quando

se tratar de um gel em escala analitica. Em escala preparativa, até 1 mg de proteina
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total foi carregado em géis de 7 cm, com a mesma faixa de pH imobilizado. A
focalizagdo das proteinas foi feita num equipamento Multiphor I (GE Healthcare)
acoplado a um circulador termostatico ou Ettanphor, contendo sistema de troca de
calor do tipo Peltier (GE Healthcare). Os parametros de focalizagdo foram obtidos
experimentalmente. Em geral, foram seguidos aqueles descritos em Gorg et al.
(2000). A analise através dessa técnica foi feita com a separagdo das proteinas
através do seu gradiente de pH por focalizagcdo isoelétrica. Essa € a primeira
dimensao onde foi utilizando o sistema Multifphor II com gel de focalizagao
Immobiline Dry Strip, de 7 cm testando-se uma faixa de pH de 3 a 10. Ja na segunda
dimensao as proteinas focalizadas foram separadas através de suas massas
moleculares em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, a coloracdo foi feita com
Coomassie Birilliant Blue.

Montagem da Focalizacao Isoelétrica: amostras de proteinas totais (200
ng) foram homogeneizadas com 200 ul de tampéo de rehidratagao de gel (uréia 8 M,
tiouréia 1 M, 10% glicerol, 2 % CHAPS, 0,5 a 2 % de IPG Buffer pH 3-10, 25 mM de
DTT e 0,001 % de bromofenol blue). Géis Immobiline dry strip de 7 cm, pH 4-7,
foram retirados do freezer e equilibrados a temperatura ambiente (20 a 25 °C). As
amostras transferidas para a bandeja de rehidratagdo (Reswelling tray) e os géis
colocados sobre as amostras. Oleo de silicone (IPG cover fluid) foi despejado sobre
ambos (amostra e gel). A hidratagdo das tiras de géis, simultaneamente ao
carregamento da amostra, se deu por 12 horas.

Armazenagem dos géis de focalizagdo: uma vez terminadas as
focalizacbes isoelétricas e quando ndo analisadas de imediato por SDS-PAGE, os
géis ficaram estocados entre filmes plasticos e armazenados a — 80° C.

Realizagdo da segunda dimensao ou SDS-PAGE das proteinas
focalizadas:

As tiras de géis com gradiente de pH imobilizado (Immobiline dry strip
gel), contendo as proteinas focalizadas anteriormente, foram retiradas do freezer a —
80° C e equilibradas a temperatura ambiente. Em seguida, as tiras de gel foram
incubadas com 5 — 10 mL da solugéo de equilibrio, contendo 10 mg/mL de DTT, por
15 minutos, entre 10 e 25 °C. Apos essa incubagio, a primeira solugdo de equilibrio
foi substituida por 5-10 mL da segunda solugao de equilibrio, contendo 25 mg/mL de
iodoacetamida, por 15 minutos, entre 20 e 25 °C. Uma vez procedida essa segunda

incubacao, as tiras de géis foram posicionadas no topo dos géis SDS-PAGE e
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seladas com 0,3 a 0,5 mL de solugéo de selagem. Entao os sistemas de eletroforese
vertical (Hoefer SE-600, Ruby ou DaltSix) foram montados e a separagao por
eletroforese foi iniciada.

Parametros de separagao: 25 mA/gel (4 géis x 25 mA = 100 mA), tempo
de corrida aproximado: 5 horas.

Apés a corrida, os géis foram desmontados e procedeu-se a coloragao.

Coloragao por Coomassie Brilliant Blue: Coomassie Birilliant Blue R250
0,2% (m/v) em metanol 50% (v/v), acido acético 10% (v/v). O gel foi descorado com
metanol 50% (v/v) e acido acético 10% (v/v) e seco com celofane e lido por scanner
para o computador.

Analise dos padrées bidimensionais: A analise dos padroes
bidimencionais foi efetuada por digitalizagdo da imagem em software especifico

(ImageMaster 2D Platinum).

5.3.3. Calculo de massa molecular e ponto isoelétrico de bandas e spots

Os géis foram digitalizados e utilizados como input para o software
ImageMaster 2D Platinum 6.01 (GE Healthcare). Os calculos de massa molecular
aparente foram efetuados através da plotagem de dados de cada banda ou spot,
ligados a corrida eletroforética (parametros de migragado da banda ou spof em mm x
curva padrdao dos marcadores moleculares utilizados) em planilha e posteriormente
em grafico que possibilita obter a massa molecular relativa e ponto isoelétrico dos

peptideos e proteinas contidos nos spots.

5.3.4. Digestao dos Spots protéicos

Os spots recortados do gel foram transferidos para tubos de 0,5 mL,
contendo tragos de agua Mili-Q. O gel foi cortado em pedagos com auxilio de um

bisturi. O gel foi lavado com NH4HCO3; 50 mM. Foi acrescentado entao acetonitrila
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50 % / NH4HCO3 50 mM para o descoloramento do gel e novamente acrescentou-se
acetonitrila 100%. O gel foi seco em Speed vac. Passou-se entdo a fase de
digestao: adicionou-se 0,2 ug de tripsina dissolvida em NH4HCO3; 50 mM, no gel
totalmente seco, até que toda a solugéo tivesse sido absorvida. O gel rehidratado foi
coberto com NH4HCO3; 50 mM e deixado a 37°C por toda a noite. Foi feita a
centrifugacao e adicionado 5 yL de acido acético 10%. O sobrenadante foi retirado e
posto em novo microtubo. Adicionou-se entdo, novamente, acetonitrila/acido
trifluoroacético 50%/0,1% ao gel. Foi feita sonicagao seguido de centrifugagao. Foi
retrado o sobrenadante e posto em novo tubo. Esta ultima lavagem com
acetonitrila/acido trifluoroacético foi repetida mais uma vez. O sobrenadante foi seco
em Speed Vac até o volume final de cerca de 2-5 pL. Adicionou-se agua Mili-Q até o
volume de 11 pL. Centrifugou-se novamente, removendo-se 10 uL do sobrenadante
e guardada a amostra em refrigeragédo a 10 °C para a leitura final por espectrometria

de massa.

5.3.5. Analise e identificagao dos spots protéicos por espectrometria de
massa (LC - MS/MS)

Foi utilizado para analise por espectrometria de massa, o equipamento
Finnigan Orbi-Trap equipado com Dionex 3000 HPLC, de acordo com os
procedimentos de rotina do Laboratério de LC - MS/MS do "Proteomics Resource
Centre" da Universidade Rockefeller, Nova York - EUA. Apds a analise, os dados
foram analisados pelo software Mascot Search Engine (Matrix Science Ltd.). As
analises obtidas referem-se a cobertura peptidica, fornecida em sequéncias
peptidicas e em porcentagem de cobertura, e sua consequente utilizagao para busca
em bancos de dados de proteinas. A busca foi efetuada pelo préprio software,
retornando ao usuario as possiveis identidades protéicas possiveis. Considerou-se
entdo como identificada, a proteina que apresentou a maior cobertura peptidica, com
0 maior escore, fornecido pelo relatério do software.

Calculou-se entdo a massa molecular tedrica e o pl tedrico através da
ferramenta  online  "ProMoST:  Protein  Modification  Screening  Tool"

(http://proteomics.mcw.edu/node/27), usando como entrada, o registro do banco de
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dados, da proteina identificada, para futuras comparacdes com a massa molecular

experimental e o pl experimental (fornecidas pelo Mascot).

5.3.6. Analise dos géis de proteémica

As imagens dos géis foram capturadas usando software de
escaneamento e analisados utilizando ImageMaster® 2D Platinum 6.01 software
(GE HealthCare), onde foram visualizados e analisados. Foi efetuada a limpeza
seletiva do background de fundo do gel correspondente a falsos spots. Os géis
foram efetuados sempre em triplicata para obtencao estatistica de gel "master" pelo
software. Valores quantitativos como intensidade, volume e area de cada spot foram
obtidos e analisados. Comparagbes entre géis, obtendo-se diferengas e
semelhancas entre tratamentos, foram analisadas estatisticamente também desta

forma.

5.4. Tratamento Estatistico

Para a analise estatistica foi utilizado inicialmente o teste de Kolmogorov-
smirnoff, para verificar a normalidade dos dados. Na andlise estatistica do peso
corporal e do teste de esforgo maximo foi utilizado ANOVA na comparagao entre os
grupos, complementado com o teste de Tukey, e Teste T para amostras
dependentes dentro do mesmo grupo. Para os dados histolégicos foi utilizado
ANOVA, complementado com o teste de Tukey. A significancia estatistica foi
considerada para p <0,05. Todas as analises foram feiras utilizando o programa

SPSS versao 15.0 para Windows.
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6 RESULTADOS

6.1 PESO CORPORAL E TESTE DE ESFORGO DOS ANIMAIS

A figura 3 representa a evolugao do peso corporal médio dos animais dos
grupos experimentais. Podemos observar um ganho de peso corporal homogéneo,

dentro de todos o0s grupos experimentais.
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Figura 3 — Ganho de peso corporal dos animais ao longo do tratamento (n =6 por grupo
experimental)

A figura 4 mostra a comparagdo dos resultados médios dos testes
realizados no inicio do experimento, no final da 6% semana (resultados parciais) e ao

final do experimento. Diante dos resultados apresentados, verifica-se que o
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treinamento aerébio de alta e baixa intensidade em esteira adaptada para ratos nao
provocou uma diferenga significativa entre os grupos na comparagao da velocidade
maxima atingida no teste de esforgo maximo. Entretanto, o nivel de desempenho do
grupo de alta intensidade apresentou tendéncia a melhora durante as 12 semanas
de treino. Em relacdo ao grupo de baixa intensidade, houve uma tendéncia a
manutencdo no desempenho, ja o grupo sedentario, tendeu a queda no

desempenho com o passar do treinamento.
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Figura 4 — Nivel de desempenho no teste de esforgo maximo antes, durante e apds o treinamento
fisico. (n =6 por grupo experimental).

A tabela 2 apresenta os valores para as velocidades médias atingidas
pelos animais dos trés grupos experimentais, no inicio, na 6 semana e ao final do

treinamento.
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Tabela 2 — Velocidades médias (m\min) atingidas pelos animais dos grupos experimentais, no inicio,
na 6% semana e ao final do treinamento.

Sedentario Ex. Baixa Int. Ex. Alta Int.
Inicio 25+13,3 31,710 26,710
6% semana 21,746,7 30+8,3 33,348,3
Final 18,316,7 30+8,3 31,715

Média+Erro padrdo da média (n=6 por grupo experimental)

6.2 ANALISE HISTOLOGICA

Na figura 5 sdo apresentados os valores médios por grupo do diametro
(em um) da fibra muscular esquelética, na qual o grupo exercicio de baixa
intensidade mostra valor estatisticamente significante maior, tanto em relagédo ao

grupo sedentario, quanto em relagéo ao de exercicio de alta intensidade.
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Figura 5 — Diametro transversal médio da fibra muscular esquelética (n=1800 por grupo
experimental). * exercicio baixa intensidade > exercicio alta intensidade, sedentario (p<0,05)
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Os valores médios do didmetro da fibra muscular cardiaca estédo
apresentados na figura 6. Para o didmetro da fibra muscular cardiaca podemos
verificar que o grupo submetido a exercicios de baixa intensidade apresentou
maiores valores ao fim do treinamento quando comparado aos demais grupos

experimentais.
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Figura 6 — Didmetro transversal meédio da fibra muscular cardiaca (n=1800 por grupo
experimental). * exercicio baixa intensidade > exercicio de alta intensidade, sedentario (p<0,001)

Como pode ser visto na figura 7, o didmetro transversal médio do capilar
cardiaco apresentou-se significativamente maior para o grupo sedentario em
comparagao com os demais grupos, este fato nos da a indicagdo do aumento do

numero de capilares nos grupos tratados com exercicio.
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Figura 7 — Diametro transversal médio do capilar do miocardio (n=1350 por grupo

*

experimental). sedentario > exercicio baixa intensidade, exercicio de alta Intensidade

(p<0,001)

Na figura 8, que mostra parédmetros de vascularizagdo no musculo
cardiaco, podemos observar um aumento significativo no leito capilar miocardico nos
ratos treinados em baixa intensidade quando comparados com os controles

sedentarios e com o grupo treinado em alta intensidade.
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Figura 8 — Numero de capilares do miocardio por area de 63788,82 um2. (n = 3 animais por
grupo experimental) * exercicio baixa intensidade > exercicio alta intensidade (p<0,05),
sedentério (p<0,001)

6.3 ANALISE PROTEOMICA

Em relacdo a anadlise protebmica, esta representado na figura 9 uma
imagem representativa do gel protedmico de tecido muscular esquelético com os
devidos spots identificados por espectrometria de massa. Foram realizadas corridas
eletroforéticas em duplicata para cada grupo experimental, na faixa de pl de 3 — 10.

Apos feita a eletroforese bidimensional de tecido muscular esqueléticos
dos grupos experimentais, foram selecionados 9 spots protéicos para identificagao
por espectrometria de massa (LC-MS/MS), pelo Rockefeller Institute. Na tabela 3
temos a lista de proteinas identificadas por espectrometria de massa, e sua
sequéncia peptidica. Em vermelho estdo destacados os peptideos que tiveram
similaridade e na ultima coluna esta descrita a cobertura, em percentual, da

equivaléncia da sequéncia peptidica de todas as proteinas identificadas.
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Figura 9 - Gel de eletroforese de duas dimensdes (2D), de extrato de musculo gastrocnémio. Strip de
focalizagdo de 7 cm, faixa de pl de 3 - 10. Gel corado com Coomassie Birilliant Blue. Imagem
digitalizada no software ImageMasterTM 2D Platinum 6.01 — GE Helthcare
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Tabela 3 — Spots protéicos identificados por espectrometria de massa (LC-MS/MS), suas respectivas
sequéncias polipeptidicas e coberturas peptidicas.

Proteina . . Cobertura
identificada Peptideos equivalentes (em vermelho) (%)
Miosina de cadeia 1 MSFSADQIAE FKEAFLLFDR TGECKITLSQ VGDVLRALGT NPTNAEVKKV
. . 51 LGNPSNEEMN AKKIEFEQFL PMMQAISNNK DQGGYEDEFVE GLRVEDKEGN
I[eRvettraplda alcgllna] 3f 101 GTVMGAELRH VLATLGEKMK EEEVEALLAG QEDSNGCINY EAFVKHIMSV 78%
attus norvegicus
Miosina de cadeia 51 MAPKKAKRRA AAEGSSNVFS MFDQTQIQEF KEAFTVIDON RDGIIDKEDL
< . RDTFAAMGRL NVKNEELDAM MKEASGPINF TVFLTMFGEK LKGADPEDVI
leve rapida fosfor]IaveI 101 TGAFKVLDPE GKGTIKKQFL EELLTTQCDR FSQEEIKNMW AAFPPDVGGN 92,
2f [Rattus norvegicus] 151 vpyknTCYVT THGDAKDOE
Miosina de cadeia 1 MAPKKDVKKP AAAAPAPAPA PAPAPAKPKE EKIDLSAIKI EFSKEQQEEF
. : 51 KEAFLLFDRT GECKITLSQV GDVLRALGTN PTNAEVKKVL GNPSNEEMNA
leve rapida alcgllna 1f 101 KKIEFEQFLP MMQAISNNKD QGGYEDFVEG LRVFDKEGNG TVMGAELRHV 91%
[Rattus norvegicus] 151 LATLGEKMKE EEVEALLAGQ EDSNGCINYE AFVKHIMSV
Miosina de cadeia 1 MAPKKPEPKK DDAKTAAPKA APAPAAAPAA APEPERPKEA EFDASKIKIE
: 51 FTPEQIEEFK EAFQLFDRTP KGEMKITYGQ CGDVLRALGQ NPTQAEVLRV
leve lenta alcal_lna 1s 101 LGKPKQEELN SKMMDFETFL PMLQHISKNK DTGTYEDFVE GLRVEFDKEGN 849
Rattus norvegicus 0
[ orvegicus] 151 GTVMGAELRH VLATLGERLT EDEVEKLMAG QEDSNGCINY EAFVKHIMAS
Gliceraldeido-3fosfato 1 MVKVGVNGFG RIGRLVTRAA FSCDKVDIVA INDPFIDLNY MVYMFQYDST
desidrogenase 51 HGKFNGTVKA ENGKLVINGK PITIFQERDP ANIKWGDAGA EYVVESTGVE
9 i 101 TTMEKAGAHL KGGAKRVIIS APSADAPMFV MGVNHEKYDN SLKIVSNASC
[Rattus norvegicus] 151 TTNCLAPLAK VIHDNFGIVE GLMTTVHAIT ATQKTVDGPS GKLWRDGRGA o
201 AQNIIPASTG AAKAVGKVIP ELNGKLTGMA FRVPTPNVSV VDLTCRLEKP 79%
251 AKYDDIKKVV KQAAEGPLKG ILGYTEDQVV SCDENSNSHS STFDAGAGIA
301 LNDNFVKLIS WYDNEYGYSN RVVDLMAYMA SKE
Aldolase A 1 MPHPYPALTP EQKKELADIA HRIVAPGKGI LAADESTGSI AKRLQSIGTE
. 51 NTEENRRFYR QLLLTADDRV NPCIGGVILF HETLYQKADD GRPFPQVIKS
[Rattus norvegicus] 101 KGGVVGIKVD KGVVPLAGTN GETTTQGLDG LSERCAQYKK DGADFAKWRC
151 VLKIGEHTPS SLAIMENANV LARYASICQQ NGIVPIVEPE ILPDGDHDLK
201 RCQYVTEKVL AAVYKALSDH HVYLEGTLLK PNMVTPGHAC TQKFSNEEIA 86%
251 MATVTALRRT VPPAVPGVTF LSGGQSEEEA SINLNAINKC PLLKPWALTF
301 SYGRALQASA LKAWGGKKEN LKAAQEEYIK RALANSLACQ GKYTPSGQSG
351 AAASESLFIS NHAY
Alfa 1 actina 1 MCDEDETTAL VCDNGSGLVK AGFAGDDAPR AVFPSIVGRP RHQGVMVGMG
[Homo sapiens] 51 QKDSYVGDEA QSKRGILTLK YPIEHGIITN WDDMEKIWHH TFYNELRVAP
P 101 EEHPTLLTEA PLNPKANREK MTQIMFETFN VPAMYVAIQA VLSLYASGRT
151 TGIVLDSGDG VTHNVPIYEG YALPHAIMRL DLAGRDLTDY LMKILTERGY
201 SFVTTAEREI VRDIKEKLCY VALDFENEMA TAASSSSLEK SYELPDGQVI 78%
251 TIGNERFRCP ETLFQPSFIG MESAGIHETT YNSIMKCDID IRKDLYANNV
301 MSGGTTMYPG IADRMQKEIT ALAPSTMKIK IIAPPERKYS VWIGGSILAS
351 LSTFQOMWIT KQEYDEAGPS IVHRKCF
Troponina | tipo 2 1 MGDEEKRNRA ITARRQHLKS VMLQIAATEL EKEESRRESE KQNYLSEHCP
[Rattus norvegicus] 51 PLHIPGSMSE VQELCKQLHA KIDAAEEEKY DMEVKVQKSS KELEDMNQKL
9 101 FDLRGKFKRP PLRRVRMSAD AMLKALLGSK HKVCMDLRAN LKQVKKEDTE 63%
151 KERDLRDVGD WRKNIEEKSG MEGRKKMFES ES
Anidrase carbénica 3 1 MAKEWGYASH NGPEHWHELY PIAKGDNQSP IELHTKDIRH DPSLQPWSVS
. 51 YDPGSAKTIL NNGKTCRVVF DDTFDRSMLR GGPLSGPYRL RQFHLHWGSS
[Rattus norvegicus] 101 DDHGSEHTVD GVKYAAELHL VHWNPKYNTF GEALKQPDGI AVVGIFLKIG
151 REKGEFQILL DALDKIKTKG KEAPFNHFDP SCLFPACRDY WTYHGSFTTP 61%
201 PCEECIVWLL LKEPMTVSSD QMAKLRSLFA SAENEPPVPL VGNWRPPQPI

251

KGRVVRASFK
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Na tabela 4 sdo apresentados dados de identificacdo das proteinas

contidas nos spots analisados no Rockefeller Institute.

Tabela 4 — Spots protéicos identificados por espectrometria de massa (LC-MS/MS) e seus

respectivos dados de identificagédo

. . Massa
Proteina identificada Iderjtl.dade Numero de ’pl. Molecular
génica acesso tedrico L
Teorica (Da)
Miosina de cadeia leve rapida gi|13487933  NP_064489.1 4,64 16572,34
alcalina 3f [Rattus norvegicus]
Miosina de cadeia leve rapida gi|6981238 NP_036737.1 4,80 18951,54
fosforilavel 2f
[Rattus norvegicus]
Miosina de cadeia leve rapida  gi[117676401 NP_00107112 5,00 20661,68
alcalina 1f 4.1
[Rattus norvegicus]
Miosina de cadeia leve lenta gi|6981240 NP_036738.1 5,04 22138,27
alcalina 1s
[Rattus norvegicus]
Gliceraldeido-3fosfato gi|8393418 NP_058704.1 7,90 35810,06
desidrogenase
[Rattus norvegicus]
Aldolase A gi|6978487 NP_036627.1 7,70 39334,01
[Rattus norvegicus]
Alfa 1 actina gi|4501881 NP_001091.1 5,25 42033,14
[Homo sapiens]
Troponina | tipo 2 [Rattus gi|8394466 NP_058881.1 8,49 21310,56
norvegicus]
Anidrase carbénica 3 [Rattus gi|31377484  NP_062165.2 717 29413,45

norvegicus]

pl: ponto isoelétrico

A partir da analise dos géis foi possivel observar os spots detectados pelo

software, através de uma ferramenta do proprio software que nos permite visualiza-

los em 3 dimensdes. A figura 10A representa uma pequena area do gel onde vemos

0s spots correspondentes as isoformas de miosinas de cadeia leve identificadas. Na

figura 10B temos uma imagem obtida através da ferramenta 3D do software

ImageMaster Platinum 2D.
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3f

Figura 10 — A-Imagem de uma pequena area do gel bidimensional onde estdo destacadas as
isoformas de miosinas de cadeia leve identificadas. B-Imagem obtida através da ferramenta 3D do
software ImageMaster Platinum 2D.(s-slow; f-fast)

A identificacdo das isoformas de miosina de cadeia leve possibilitou a
realizacdo de uma analise qualitativa entre as isoformas presentes no musculo
gastrocnémio dos grupos experimentais. Dessa forma na figura 11 vemos a
distribuicdo da composicdo de miosinas de cadeia leve presentes nos grupos

submetidos a treinamentos fisicos e do controle sedentario, e identificadas.
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Figura 11 — Distribuicdo das isoformas de miosinas de cadeia leve (s-slow; f-fast) em musculo
gastrocnémio dos grupos experimentais.
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7 DiscussAo

7.1. PESO CORPORAL E TESTE DE ESFORGO DOS ANIMAIS

O acompanhamento do peso corporal dos animais ao longo do
experimento € uma forma classica de avaliagdo do seu desenvolvimento organico
(BELLAVER et. al., 2001; BOAVENTURA et al., 2003; BOTELHO et. al., 2005;
GUZMAN-SILVA et. al., 2004). Possiveis alteragcdes hipoplasicas e atréficas dos
tecidos causam comprometimento de sua massa e estrutura, resultando assim em
uma diminui¢gao acentuada do tamanho e peso corporal frente a diversas situacoes
de estresse (GUZMAN-SILVA et. al., 2004). Oliveira, Diniz e Amaya-Farfan (2002),
por exemplo, utilizam o ganho de peso para célculo do quociente de conversao
alimentar como forma de analisar o fator anti-nutricional. Dessa forma, a observagao
da similaridade das curvas de evolugado do peso corporal dos grupos experimentais
estudados (figura 3) indica que a manipulagao e o treinamento desses animais nao
ocasionaram situagdes de estresse danosas ao seu desenvolvimento normal.

Em relagdo ao comportamento do peso corporal médio, visto na figura 3,
podemos observar uma discreta redugdo, ao longo do treinamento, no peso dos
animais treinados em alta intensidade, assim corroborando com dados de diversos
outros estudos, onde o peso dos animais submetidos a diferentes protocolos de
exercicios fisicos também se apresentava mais baixo em relacdo ao peso dos
animais controles sedentarios (ALESSIO et al., 2005; KIRAN; SUBRAMANYAN;
DEVI, 2004; MIYSAIAKA et al., 2003; NOVELLI et al., 2004). Ja em outro estudo,
realizado por Nakao et al. (2000), no qual foram investigados os efeitos do exercicio
sobre enzimas antioxidantes, onde camundongos foram submetidos a um protocolo
de exercicios de natacdo durante 1 hora por dia, 5 dias por semana, durante 6
semanas, ao fim do tratamento ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significantes para o peso corporal entre animais exercitados e ndo exercitados.

Como forma de avaliagao e controle dos niveis de exercicio € proposto na
literatura testes de capacidade organica para esses animais, alguns avaliam o

VOamax pelo método direto, onde o animal é colocado em uma caixa hermeticamente
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fechada e os gases inspirados e expirados sao analisados (AOKI; BELMONTE;
SEELAENDER, 2003; LAWLER et al., 1993), outros analisam parametros de
respostas bioquimicas ao exercicio através da curva de concentracido de lactato em
funcdo do incremento da intensidade, tanto em esteira quanto em piscina
(CARVALHO; MASUDA; POMPEU, 2005; GOBATTO, et al., 2001). Contudo, em um
grande numero de artigos que utilizam a atividade de corrida em ratos, ndo sao
citados testes de mensuracao da efetividade do treinamento.

Kregel et al. (2006) ressaltam que os protocolos de exercicio devem ser
cuidadosa e criteriosamente analisados e que os animais devem ser manuseados de
forma a minimizar o estresse ao qual sao submetidos e, dessa forma, possibilitar
uma coleta valida de informagdes sobre a resposta ao exercicio fisico. Diante desse
fato poderiamos suspeitar que o teste por nds proposto nao obtivesse diferenca
significante entre os grupos, uma vez que o principio do mesmo é avaliar o
desempenho dos animais em situacdo de estresse crescente. Porém, o grupo
sedentario mostra uma clara tendéncia de perda em seu desempenho (figura 4 e
tabela 2). Oliveira, Diniz e Amaya-Farfan (2002) estudando ratos sob restricdo
energética em um teste similar, no intuito de verificar os niveis de glicogénio
muscular e hepatico, também observaram respostas fisioldogicas ao exercicio
bastante controversas, uma vez que os animais sob restricdo suportaram o exercicio
por mais tempo que o grupo controle. Dessa forma acreditamos que os testes em

animais devem ser submaximos ao invés de maximos.

7.2. ANALISE HISTOLOGICA

As analises histolégicas mostraram que o diametro médio da fibra
muscular esquelética (Figura 5) do grupo exercicio baixa intensidade foi maior que
para os demais grupos, contudo, o consenso na area do treinamento desportivo é
que estimulos mais elevados geram maiores ganhos estruturais (BOMPA, 2002;
KRAEMER; HAKKINEN, 2004). Entretanto essa afirmagao, que é consensual para o
treinamento com humanos, parece néo ter a mesma validade para o treinamento de

animais.
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Poderiamos sugerir que o nivel de exercicio do grupo baixa intensidade
foi suficiente para gerar a sindrome geral da adaptagao, observada pelo ganho no
corte transversal da fibra muscular. Enquanto isso, para o grupo alta intensidade, a
elevacao na intensidade pode ter desencadeado um estresse tal que impossibilitou a
adaptacgao das fibras ao exercicio. Bacurau (2007) estudando, em ratos, um modelo
de intolerancia ao exercicio fisico, também observou menores didmetros da fibra
muscular para ratos com cardiomiopatia induzida. Ja em estudo com animais em
que eram administradas doses de testosterona, resposta hormonal padrdo poés-
treinamento, Isayama et al. (2006) observaram aumento da area das fibras
musculares para esse grupo em relagdo a animais do grupo controle.

Camargo Filho et al. (2005), ao aplicarem exercicios de esteira em ratos
sob diferentes condigbes, observaram um aumento do didametro das fibras
musculares do musculo sdéleo, indicando que ocorreu hipertrofia muscular. Neste
estudo, os animais submetidos a treinamento fisico durante 45 e 60 dias, cinco
vezes por semana, com sessdes de sessenta minutos, apresentaram valores médios
do didmetro das fibras musculares maiores que os controles sedentarios. Em outro
estudo, dos mesmos autores (CAMARGO FILHO et al., 2006), foram estudadas as
alteragdes histolégicas do musculo sdleo de ratos submetidos a um programa de
natagdo durante nove semanas, cinco vezes por semana, com aumento progressivo
de carga e administracdo do esteréide anabdlico Decanoato de Nandrolona, duas
vezes por semana na dose de 5 mg/kg. Os autores puderam observar que os
animais submetidos a treinamento fisico sob administragdo de esterdide
apresentaram fibras musculares com maior diametro quando comparados com os
animais controle.

Sabe-se que o treinamento fisico conduz ao melhor desempenho
cardiovascular o qual esta associado com aumento no peso e no volume ventricular,
além da hipertrofia de fibras musculares. Tal resposta adaptativa resulta da
exposi¢ao do organismo a uma maior carga de trabalho, representada pelo exercicio
(LA GRECHE; TAYLOR; PRIOR, 2009; MARON; PELLICCIA, 2006; GORAYEB et
al., 2005). De acordo com a Figura 6, pode-se observar que o grupo submetido a
exercicios de baixa intensidade apresenta diferencas significativas nas médias do
didametro de fibras musculares cardiacas, quando comparado aos demais grupos. De
acordo com Portes & Tucci (2006) e Pinheiro et al. (2007) a musculatura cardiaca

sofre modificagdes estruturais em termos de quantidade de tecidos, ou seja, ganho
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de peso, estando esta resposta relacionada a uma maior demanda funcional
provocada pelo exercicio cronico e pelo incremento na massa corporal total.

A hipertrofia cardiaca é uma resposta adaptativa a sobrecarga funcional
imposta ao coragdo. Diversas sdo as condigdes fisiologicas e patoldgicas capazes
de desencadear essa resposta. A hipertrofia cardiaca, denominado hipertrofia
fisiologica, pode ser consequéncia do remodelamento induzido pelo exercicio,
principalmente o exercicio aerobio, ocorrendo devido a adaptagdes mecanicas,
como o estiramento da parede ventricular pela sobrecarga de volume promovida
pelo aumento do retorno venoso (SOUZA et al., 2007).

Evangelista, Brum e Krieger (2003) ao aplicarem exercicios de natagao
sobre diferentes condi¢gdes de duragao, frequéncia e intensidade em camundongos,
observaram um aumento no peso do coragao de 14 a 25 %, bem como na dimensao
dos miécitos de 13 a 20 % nos animais submetidos a um protocolo de exercicios
com duracdo de 90 minutos, 2 vezes por dia, 5 dias por semana, durante 4
semanas, sem sobrecarga presa ao corpo do animal. A partir dos dados obtidos e de
dados ja descritos na literatura, os mesmos autores concluiram que os protocolos de
exercicio de natacdo aplicados em modelos animais sdo os mais eficientes em
induzir alteragdes hipertréficas cardiacas em camundongos.

Também sao bem descritas alteracbes adaptativas da rede vascular em
funcdo do treinamento. Brown (2003) afirma, em sua revisdo, que ocorrem eventos
de adaptacbes estruturais da circulacdo coronaria. Junto a essa afirmacgao, Denipoti,
Moraes e Hernandes (2006), também afirmam existir uma correlagao positiva entre o
exercicio fisico e alteragdes na vascularizacdo, envolvendo modificacdes no calibre
€ no numero de vasos sanguineos dos tecidos musculares.

Analisando detalhadamente o didmetro transversal médio do capilar,
ilustrado na Figura 7, percebe-se que os dois grupos que foram submetidos ao
exercicio sofreram uma diminuigdo da luz do capilar quando comparados ao grupo
sedentario. A ocorréncia desse fato esta ligada a uma maior quantidade de capilares
ativos, como pode ser visto na figura 8. Isso pode ser explicado pela ligagao direta
entre o didmetro do capilar e a quantidade de capilares ativos. Uma vez que a
pratica de exercicios leva a uma demanda aumentada de oxigénio e nutrientes, tanto
em situacao de repouso, quanto durante a realizacdo de uma sessio de exercicios,
faz-se necessario uma maior rede capilar para a manutencgao correta do suprimento

energético.
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Carvalho et al. (2004), ao estudarem o efeito do treinamento aerdbio,
realizado em esteira, com duragao de 8 e 12 semanas, duas vezes por dia, a uma
velocidade de 17 m/min, por 5 minutos, 5 dias por semana, em modelos animais
com insuficiéncia arterial periférica puderam verificar que, através de analises
histolégicas do musculo vasto medial, ambos os grupos tiveram valores médios para
a contagem de capilares, superiores ao dos respectivos grupos sedentarios, porém,
nao foi visto diferengca estatisticamente significativa entre os grupos exercitados.
Demonstrou-se assim que o treinamento aerdbio durante 8 semanas se mostra
eficiente em promover um aumento do numero médio de capilares no tecido
muscular esquelético.

White et al. (1998), em seu estudo, encontraram um aumento de 37 % no
total do leito vascular transversal miocardico, em 16 semanas de treino. Entretanto,
para os capilares, no miocardio, os mesmos autores encontraram aumento no
didmetro médio apenas na 32 semana e na 162 ApoOs nova analise ndo foram
detectadas mudancgas significativas para capilares, mas sim para arteriolas. Ja no
presente estudo, encontramos aumento significativo no numero de capilares
cardiacos apés 12 semanas de treinamento.

Ao investigar os efeitos de um programa de treinamento de natagado, com
sessdes que duravam 1 hora, 5 dias por semana, durante 17 semanas, seguidas de
uma unica sessao até a exaustdo do animal suportando 4 % do seu peso corporal,
sobre a expressao de Proteinas de Choque Térmico 70 (HSP 70), sobre a estrutura
histolégica do miocardio e dos musculos So6leo e Reto Femoral de ratos Wistar
treinados e sedentarios, Silva (2007) observou que os ratos treinados apresentaram
um discreto aumento nao significativo na rede vascular miocardica quando
comparados aos controles sedentarios.

Redondo (2007) estudou os efeitos do uso de esterdides anabolizantes no
sistema cardiovascular, especificamente no fluxo sanguineo de ratos normotensos
submetidos ou nao ao treinamento fisico de natagdo. O protocolo de exercicios
consistiu em sessdes de uma hora, 5 dias por semana, durante 10 semanas com
aumento gradual de carga até atingir 5 % do peso corporal, caracterizando
treinamento de baixa intensidade e longa duracdo. A autora pode notar que a
administracdo de esterdide e o treinamento fisico, isoladamente, ndo foram capazes

de alterar a densidade capilar miocardica, enquanto que a associacdo do
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treinamento fisico com o uso de esteréides anabolizantes foi capaz de reduzir o

numero de capilares por area no coragao, quando comparado aos demais grupos.

7.3. ANALISE PROTEOMICA

7.3.1. Identificagao por espectrometria de massa

Na figura 9 tem-se uma imagem digitalizada de um gel 2D utilizado na
separagdo das proteinas de musculo gastrocnémio. A partir da imagem os spots
foram selecionados e enviados para identificacdo por espectrometria de massa. A
espectrometria de massa tornou-se uma ferramenta revolucionaria na quimica de
proteinas moderna, sendo atualmente essa técnica considerada a forma mais rapida
e eficiente de se identificar uma proteina. Esta metodologia se baseia na digestao
enzimatica da proteina a ser identificada, produzindo fragmentos denominados
peptidios. As massas desses peptidios sdo entdo determinadas com grande
precisdo, formando o que é chamado de “impressao digital da proteina” (peptide
mass fingerprinting). Entdo o peptide mass fingerprinting da proteina em
identificagcao é comparado, através de softwares especificos, com as sequéncias que
estdo contidas em bancos de dados na rede mundial de computadores. Como a
identificagao é obtida através da probabilidade de similaridade da sequéncia, temos
como um dos principais parametros de identificagdo a porcentagem de cobertura dos
peptideos da amostra com a proteina pareada (CUNHA; CASTRO; FONTES, 2006).

Ao comparar nossos resultados com os de outros trabalhos descritos na
literatura, que também fizeram uso de espectrometria de massa, podemos constatar,
de acordo com a excelente cobertura obtida em nossa identificagdo, a qual variou
entre 61 e 92 % de similaridade (tabela 3), uma grande confiabilidade em nossos
resultados. Donoghue et al. (2005), ao realizarem a identificagao por espectrometria
de massa de 21 proteinas de musculo esquelético estimulado cronicamente a baixa
frequéncia, obtiveram uma variagédo 14,9 a 56,2 % em suas coberturas peptidicas.
Em outra pesquisa, Okumura et al. (2005) compararam o perfil de expressao

protéica tanto de musculo esquelético, composto predominantemente por fibras de
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contracdo rapida, quanto de musculo esquelético composto predominantemente por
fibras de contracao lenta. Os autores puderam verificar que as coberturas obtidas na
identificagcdo de 26 proteinas variaram de 3 a 83 % de similaridade. Ja Burniston
(2008), ao investigar as mudancas no proteoma de musculo esquelético de ratos
submetidos a exercicios de moderada intensidade, identificou por espectrometria de

massa 80 proteinas com coberturas que variaram entre 13 e 71 %.

7.3.2. Proteinas enzimaticas identificadas

Proteinas enzimaticas que estdo envolvidas diretamente com a via
glicolitica de producdo de energia foram identificadas, sdo elas a gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase e a aldolase (Tabela 3 e 4). A aldolase age de forma a clivar,
reversivelmente, a Frutose 1,6-bifosfato em gliceraldeido-3-fosfato e diidroxicetona
fosfato. Ja a enzima (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase atua, através de
fosforilagdo oxidativa, convertendo a gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato
(ERLANDSEN; ABOLA; STEVENS, 2000; MAUGHAN, 2008).

E certo que durante a mudanca de um estado de repouso para uma
situacao de exercicio existe um aumento no consumo de ATP e consequentemente,
um aumento na geragao de seus produtos (ADP, AMP e Fosfato inorgénico). Devido
a habilidade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase em responder a mudangas
nessas concentragdes, ela é considerada, junto a outras enzimas, como a glicogénio
fosforilase e a lactato desidrogenase, enzima chave na regulagdao do fluxo de
produgao de energia pela via glicolitica (SELIVANOV et al., 2008).

Donoghue et al. (2005) investigaram, através de técnicas protedmicas, os
efeitos da estimulagao cronica de baixa frequéncia sobre o padrao de expressao
protéica em musculo esquelético composto predominantemente por fibras de
contragao rapida de coelhos. Os autores puderam verificar alteragées na expressao
de 16 proteinas. Entre outras mudancas favoraveis, foi visto a conversao de fibras
de contragao rapida a lenta e uma diminuigao na expressao de enzimas glicoliticas,
como a aldolase e a enolase, indicando uma menor utilizagdo da via glicolitica no

processo de produgado de energia.
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Uma outra proteina identificada em nossos géis bidimensionais é a
anidrase carbénica Il (CA Ill), uma proteina citosdlica de aproximadamente 28 kDa,
presente em grandes concentragdes em fibras lentas de musculo esquelético
(BEUERLE et al., 2000). A CA 1l é uma proteina enzimatica que contém Zinco em
sua estrutura e tem como uma de suas fungdes catalisar a hidratagcao reversivel de
diéxido de carbono em bicarbonato e ion hidrogénio. Existem cerca de 12 isoformas
de anidrase carbbnica expressas e que apresentam atividade bioldgica em
humanos, porém a CA Ill difere das demais por ter baixa atividade enzimatica e ser a
Unica entre as demais a exibir atividade fosfatase (LINDSKOG, 1997; SHANG et al.,
2009).

Shang et al. (2009) afirmam que, com a pratica de exercicios, o meio
intramuscular se torna mais acido devido a acumulagcdo de ions hidrogénio, o que é
considerado uma das principais causas da fadiga local. Devido a sua atividade
enzimatica, ela desempenha um importante papel na manutencdo do equilibrio
acido-basico. Os mesmos autores também relatam que a CA lll, por exibir atividade
fostatase e por estar presente em altas concentracbes nos musculos compostos
predominantemente por fibras de contragao lenta, esta possivelmente envolvida com
processos de fosforilagdo oxidativa e produgdo de energia. Assim, existe uma
suspeita de que baixos niveis de CA Ill no musculo esquelético podem estar

relacionados com a ocorréncia precoce de fadiga.

7.3.3. Proteinas estruturais identificadas

Além das isoformas de miosina de cadeia leve identificadas, que serdao
discutidas posteriormente, outras proteinas estruturais foram encontradas em
nossos geéis bidimensionais, s&o elas a actina e a troponina (tabela 3 e 4).

A actina € uma proteina do citoesqueleto celular expressa em diversas
células eucariodticas que desempenha importantes fungdes, como a manutencéo da
forma celular, motilidade celular e contragdo muscular. Até o momento 6 isoformas
de actina foram identificadas em vertebrados superiores, sdo elas a a-actina
esquelética ou actina 1, a a-actina cardiaca, a-actina de musculo liso, y-actina de

musculo liso, a B-actina citiplasmatica e a y-actina citoplasmatica, sendo as duas
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primeiras expressas em musculos estriados. A expressao das diferentes isoformas
de actina é regulada de forma especifica em relagdo ao estado de desenvolvimento
e tecido. Por exemplo, a isoforma predominante em musculos cardiacos adultos e
em musculo esquelético em desenvolvimento é a a-actina cardiaca. Entretanto, com
0 processo de desenvolvimento sua expressdo € diminuida e a expressdo da
isoforma a-actina esquelética € aumentada, atingindo mais de 95% do total de
isoformas de actina que compdem o musculo esquelético adulto. Acredita-se que
essa expressdo coordenada ocorra de forma a facilitar o rapido acumulo dessas
proteinas no processo de desenvolvimento muscular (BERTOLA et al., 2008;
LANCIONI et al., 2007).

Outra proteina estrutural também identificada em nossos géis protedmicos
foi a isoforma 2 da troponina |I. A troponina | (Tnl) € a subunidade inibitéria do
complexo protéico de troponina, que também & composto pela troponina C (TnC),
que apresenta afinidade a ions calcio e a troponina T (TnT) que se apresenta ligada
ao filamento de tropomiosina. A expressdo dos genes que codificam essas
subunidades é especifica de células musculares estriadas (JIN; ZHANG; BAUTISTA,
2008).

Séo encontrados 3 isoformas de Tnl, a Tnl cardiaca (tipo 3), expressa
somente em musculo cardiaco, a Tnl esquelética de musculo de contracido rapida
(tipo 2), identificada em nosso estudo e expressa somente em fibras de contragao
rapida, e a Tnl esquelética de musculo de contragdo lenta (tipo 1), expressas em
fibras de contracdo lenta e de forma transiente em musculo cardiaco de embrides e
neonatos. As 3 isoformas de Tnl s&o codificadas por 3 genes distintos (SHINSHKIN;
KOVALYOQOV; KOVALYOVA, 2004) e até entdo nao foram observados processos de
splicing alternativo na expressao dos genes que codificam essas isoformas (JIN;
ZHANG; BAUTISTA, 2008).

7.3.4. Iso-mioformas de miosina de cadeia leve identificadas

Na figura 11 temos a distribuicdo por grupo experimental das isoformas de
miosina de cadeia leve identificadas em nossos géis protedbmicos, sdo elas, MLC1s,
MLC1f, MLC2f e MLC3f.
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A molécula de miosina é o complexo protéico motor mais bem conhecido
e estudado, sendo capaz de converter energia quimica em energia mecanica
através de mudangas na sua conformagédo molecular (REGGIANI; BOTTINELLI;
STIENEN, 2000). Vérios autores vém buscando caracterizar iso-mioformas e sua
expressao molecular de forma a encontrar padrées que possam caracterizar o
treinamento em diferentes musculos e diferentes situagées. Em musculo estriado de
vertebrado esse complexo é, na verdade, um hexamero composto por duas cadeias
pesadas de miosina (MHC), de aproximadamente 200 kDa cada, e quatro cadeias
leves de miosina (MLC), de aproximadamente 20 kDa cada. Cada MHC encontra-se
ligada a duas MLC, uma alcalina ou essencial (ELC) e outra regulatéria ou
fosforilavel (RLC). Tais MLC desempenham um papel de ajuste na atividade motora
da miosina, adicionando versatilidade a sua cinética enzimatica (CHOI; KIM, 2009).

Diferentes padrbes de contracdo sdo desempenhados pelos musculos
esqueléticos, principalmente quando relacionados a forga mecanica aplicada. Essas
variagdes estdo presentes em diferentes musculos de um unico organismo e em
diferentes espécies. A habilidade da molécula de Miosina em cumprir as diferentes
necessidades funcionais necessarias reside na existéncia de multiplas isoformas de
MHC e MLC. Isoformas sao proteinas muito similares, com ligeiras alteracbes em
suas sequéncias de aminoacidos, capazes de substituir umas as outras com
pequenas diferengas estruturais e funcionais (REGGIANI; BOTTINELLI; STIENEN,
2000).

Sao encontradas quatro isoformas predominantes de MHC expressas em
musculo esquelético de mamiferos adultos (1, 2A, 2X e 2B). Enquanto a isoforma de
MHC1 é encontrada em fibras de contragcédo lenta, as demais (2A, 2X e 2B) sao
expressas em fibras de contragao rapida (CHOI; KIM, 2009). Ja em relagdao as
isoformas de MLC, sao vistas trés isoformas de miosinas ELC, que incluem uma
isoforma lenta (1s) e duas rapidas (1f e 3f), enquanto a miosina RLC apresenta duas
isoformas, uma rapida (2f) e uma lenta (2s) (BOTTINELLI, 2001). As isoformas
rapidas e lentas de MHC e MLC sao expressas predominantemente em fibras de
contracdo rapida e lenta, respectivamente. No que diz respeito as MLC, a maioria
das fibras de contragcédo rapida expressam isoformas rapidas de MLC2f, junto a
MLC1f ou MLC3f, enquanto fibras de contracdo lenta expressam isoformas lentas de
MLC1s e MLC2s (BICER; REISER, 2004).
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Bicer e Reisner (2004) relatam a existéncia de um consenso entre os
pesquisadores da area de que a composicdo de isoformas de MHC, numa fibra
muscular, seria o fator determinante primario da maxima velocidade de
encurtamento e da geragédo de forga, enquanto as isoformas de MLC atuariam de
forma complementar, influenciando a regulacdo dessas propriedades. Essas
diferencas sdo encontradas tanto na comparagao entre fibras de contracao rapida e
fibras de contracédo lenta, quanto entre os diferentes tipos de fibras de contracéo
rapida (l1A, 11X e 1IB). Junto a isso, é visto nas fibras tipo |IB, que contém a isoforma
de MHC2B, os maiores valores de velocidade de encurtamento. Entretanto, ndo
somente as isoformas de MHC, mas também as isoformas de ELC influenciam
essas propriedades motoras. Como exemplo disso vemos que a velocidade de
encurtamento aumenta de forma diretamente proporcional com a quantidade de
MLC3f (CHOI; KIM, 2009).

O papel da miosina de cadeia leve alcalina em musculo esquelético ainda
nao esta totalmente esclarecido, embora, em musculo liso, as cadeias alcalinas tém
sido envolvidas no sitio ativo da molécula de miosina. Varias isoformas desta cadeia
tém sido identificadas. Como foi citado anteriormente, estas isoformas estdo
associadas com diferentes tipos musculares e sdo codificadas por uma familia de
genes codificadores de miosinas de cadeia leve (BARTON E BUCKINGHAN, 1985).
As isoformas rapidas de MLC sao fortemente correlacionadas em estrutura,
possuindo uma sequéncia carboxiterminal de 141 aminoacidos. O locus MLC1f/3f
(Myl1) codifica duas miosinas alcalinas de cadeia leve MLC1f e MLC3f, cada uma
possuindo promotores génicos regulados diferencialmente (ZAMMIT et al., 2008).

A literatura também mostra que existem significativas correlagbes entre o
aumento de treinamento e a diminuicdo da isoforma MLC3f. No trabalho de
Wahrmann, Winard e Rieu (2001) o treinamento de resisténcia diminuiu, nas fibras
rapidas, a quantidade das isoformas MLC3f e MLC2f, enquanto as isoformas MLC1s,
MLC1f e MLC2s mostraram uma aumento na expressao, entretanto, no musculo
Plantar, composto predominantemente por fibras lentas, a expressdo de MLC3f
aumentou. Na mesma pesquisa, os autores verificaram que no musculo Séleo os
animais treinados apresentaram uma diminuicdo das isoformas MLC1s, MLC2f e
MLC3f, enquanto a isoforma MLC2s aumentou significativamente quando

comparado aos controles sedentarios.
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Seene et al. (2005) investigaram mudangas na expresséao de isoformas de
miosinas de cadeia leve nos musculos Plantar e Extensor longo dos dedos de ratos
em treinamento aerdbio. No seu trabalho, as variacbes no conteudo relativo de
isoformas nao foram significativas. Estes autores sugerem que as mudangas nas
isoformas durante o treinamento aerdbio indicam que outras proteinas miofibrilares
participam na modulacdo do maquinario contratii durante a adaptacido ao

treinamento aerobio.
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8 CONCLUSAO

De acordo com os resultados alcancados com 0s nossos experimentos e,

a partir da comparacao desses dados com estudos descritos na literatura, podemos

apresentar as seguintes conclusdes:

O teste de esforgo maximo ndo mostrou sensibilidade suficiente para

mensurar as melhoras no desempenho dos animais.

O protocolo de exercicios de baixa intensidade apresenta uma maior
habilidade em gerar os ajustes fisiolégicos causados pelo treinamento

aerobio.

O protocolo de identificacdo protéica utilizado mostrou uma excelente

cobertura peptidica, indicando um alto grau de confiabilidade na técnica.

Nove spots protéicos foram analisados por espectrometria de massa nos
géis protedbmicos. Neles foram identificadas proteinas estruturais, como as
isoformas de miosina de cadeia Leve, a actina e a troponina |, e proteinas
enzimaticas, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, aldolase e anidrase

carbonica.

Ocorreu variagao significativa entre os diferentes tipos de iso-mioformas

leves de miosina.

Os resultados sugerem que as proteinas identificadas, mediante estudos
quantitativos, poderiam vir a ser usadas como possiveis marcadores para

o estudo da adaptacdo do musculo esquelético ao exercicio aerobio.
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