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RESUMO

A relagao entre as concentragdes intracelulares de glutationa (GSH) e dissulfeto de
glutationa (GSSG), dita o estado redox celular que, por sua vez, modula a atividade de
muitos genes e proteinas sensiveis as alteracdes de potencial redox. As proteinas de
choque térmico (HSP) sdo fundamentais na defesa contra o estresse oxidativo e em
processos de reparo celular. Ja a bomba GS-X codificada pelo gene MRP1 pode regular o
estado redox celular exportando dissulfeto de glutationa (GSSG), prevenindo o estresse
oxidativo. Nosso objetivo foi verificar a expressao de HSP70, da bomba MRP1 e sua
atividade, bem como o metabolismo da glutationa (GSH) no miocardio e gastrocnémio de
ratos submetidos ao exercicio agudo e ao treinamento fisico de natagdo. Ratos machos
Wistar, separados em controle e exercicio (n=6; treinamento de uma semana, com carga de
5% do peso corporal na cauda, temperatura da agua * 30°C). Apos o exercicio os ratos
foram sacrificados e 0 musculo cardiaco e gastrocnémio retirados. Para analise do estado
redox, foram utilizadas técnicas bioquimicas de analise do conteudo intracelular de GSH e
GSSG; para analise da expressdo de HSP70 e MRP1 foram utilizadas técnicas de SDS-
PAGE e Western blotting. A atividade da bomba MRP1 foi medida por técnicas
espectrofotométricas em membranas isoladas dos musculos em estudo. Os resultados foram
expressos como meédia + desvio padrdo da média. Foi utilizado o teste de andlise de
variancia complementado com o teste de comparagdes multiplas de Student-Newmann-
Keus, para p < 0,05. Na analise do estado redox celular ((GSSG)/[GSH]), o miocardio ndo
apresentou mudangas significativas, enquanto que o gastrocnémio do grupo exercicio
demonstrou aumento nesta modalidade indicando estresse (controle: 0,424+ 0,056 e
exercicio: 3,775 + 0,466). Com relagcdo a expressao de HSP70 (unidades arbitrarias), o
miocardio ndo apresentou diferenga, enquanto o gastrocnémio do grupo exercicio obteve um
aumento significativo (controle 0,602+ 0,047 e exercicio 0,807 = 0,224). Na expressao da
MRP1, o coragdo apresentou diferenca significativa (controle: 0,360+ 0,028 e exercicio:
0,800 * 0,094), enquanto o gastrocnémio nao. A atividade da bomba MRP1 foi 21,4% maior
no coragao, e essa atividade foi diminuida pelo treinamento em 27,76% em relagao ao
controle. Os dados obtidos indicam que o miocardio parece estar mais protegido do que o
gastrocnémio contra o estresse oxidativo induzido pelo exercicio por apresentar maior
expressao e atividade da bomba MRP1, uma vez que esta previne o acumulo de GSSG

intracelular bombeando o mesmo para o exterior da célula.
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ABSTRACT

The relation enters the intracellular concentrations of glutathione (GSH) and
gluthatione dissulfide (GSSG), said the cellular redox state that, in turn, it modulates
the activity of many genes and sensible proteins to the potential alterations redox.
The HSPs is basic in the defense against oxidative stress and in processes of cellular
repair. Already the MRP1 can regulate the cellular state redox exporting glutathione
disulfide (GSSG), preventing oxidative stress. Our objective was to verify the
expression of HSP70, MRP1 pump and its activity, as well as the metabolism of
glutathione (GSH) in the myocardium and gastrocnemium of rats submitted to the
acute exercise and the physical training of swimming. Male rats (Wistar), separate in
control and exercise (n=6; training of one week, whith load of 5% of the corporal
weight in the tail, temperature water + 30°C). After the exercise the removed rats had
been sacrificed and cardiac muscle and gastrocnemium muscle. For analysis of the
redox state, had been used biochemical techniques of analysis of the intracellular
content of GSH and GSSG,; for analysis of the expression of HSP70 and MRP1
techniques of SDS-PAGE and Western blotting had been used. The activity of MRP1
pump was measured by spectrophotometric techniques. The results had been
express as average = shunting line standard of the average. The test of analysis of
variance was used complemented with the test of multiple comparisons of Student-
Newmann-Keus. In the analysis of the cellular redox state ([GSSG)/[GSH ]), the
myocardium did not present significant changes, while that the gastrocnemium of the
group exercise demonstrated increase in this modality indicating stress (control:
0,424+ 0,056 and exercise: 3,775 + 0,466). With relation to the HSP70 expression
(Unit. arbit.), the myocardium did not present difference, while the gastrocnemium of
the exercise group got a significant increase (0,047 control 0,602+ and 0,807 exercise
t+ 0,224). In the expression of the MRP1, the heart control presented significant
difference (: 0,360+ 0,028 and exercise: 0,800 + 0,094), while the gastrocnémio not.
The activity of MRP1 pump was 21.4% greater in the heart, and this activity was
diminished by the training in 27,76% in relation to the control. The gotten data
indicate that the myocardium seems to be more protecting than gastrocnémio against
oxidative stress induced for the exercise for presenting greater expression and
activity of bomb MRP1, a time that this prevents the intracellular accumulation of
GSSG the same pumping for the exterior of the cell.
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1. INTRODUCAO

O termo proteina de choque térmico (HSP, do Inglés, heat shock protein) tem
sido usado para um grupo de proteinas de expresséo induzida por calor ou por outros
desafios metabdlicos. A indugdo dessas proteinas é fundamental nos processos de
reparo que seguem diferentes tipos de danos e na prevencdo da agregacao de
proteinas nao nativas, principal mecanismo através do qual as HSP conferem
citoprotecdo. A exposicao prévia das células a condigbes estressantes, nao-letais,
pode suscitar a sintese de HSP e proteger contra os efeitos lesivos de novas
exposicdes. Uma vez que o exercicio fisico € capaz de proporcionar condi¢coes
bastante semelhantes aquelas indutoras da sintese de HSP, é provavel que a
expressao de HSP esteja relacionada com a prevencgao de desnaturagéo protéica por
radicais livres, sendo qual se constitui em uma e das principais alteragdes
moleculares que levam a cardioprotec¢ao induzida pelo exercicio.

O estresse oxidativo induzido por situagdes estressantes, como por exemplo,
de isquemia-reperfusao, levam ao aumento do conteudo intracelular de glutationa
oxidada (GSSG) e a deplecao de glutationa reduzida (GSH), alterando o estado redox
e logo a homeostase celular. Sabe-se que o0 aumento de GSSG e deplegéo de GSH
afetam a funcdo de inumeras proteinas por um processo conhecido como
glutatiolagdo (formacgao de pontes dissulfeto mistas), como, por exemplo, a bomba de
calcio do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) inativando-a e, com isso, aumentando o

conteudo intracelular de calcio, podendo ser entdo maléfica para a fungao cardiaca.
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A bomba MRP1/GS-X (multidrug resistence protein 1), encontrada em diversas
células, inclusive no miocardio e musculo esquelético, tem a capacidade de bombear
o conteudo de glutationa oxidada para o meio extracelular, impedindo seu acumulo e
com isso a manutencao do estado redox celular e com isso pode estar envolvida no
processo de cardioprotecao.

Por estas razbes, foi proposta a investigagdo do comportamento destas
variaveis (HSP70, MRP1 e metabolismo da glutationa) no miocardio e musculo

esquelético de ratos em uma situagao estressante de exercicio fisico agudo.

1.10BJETIVOS

Conforme discutido acima, HSP s&o induzidas pelo exercicio e fazem
citoprotegdo. Entretanto o mecanismo de inducdo pelo exercicio ndo esta esclarecido.
Alteracdes de expressédo e atividade da bomba MRP1 nunca foram investigadas em
exercicio tampouco sua relagcdo com a cardioprotecao. Por esta razao, neste trabalho
propusemos investigar os aspectos da indu¢cao de HSP70 e MRP1 relacionada ao

exercicio fisico no miocardio.

1.2 Objetivo principal

Caracterizar a correlacdo entre a indugdo da sintese de HSP e MRP1 no
musculo cardiaco e estresse oxidativo; sua comparagdo com o musculo
esquelético em resposta ao exercicio agudo e treinamento e seu significado

fisiologico.
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1.3 Objetivos especificos:

e Auvaliar a existéncia de expressdo de HSP70, em resposta as alteracbes

cardiovasculares induzidas pelo exercicio agudo e ao treinamento fisico.

e Avaliar a expressao e atividade da bomba MRP1/GS-x em resposta as
alteragdes cardiovasculares induzidas pelo exercicio agudo e ao

treinamento fisico.

e Avaliar o estado redox através do metabolismo da glutationa.

e Comparar as alteragbes destas variaveis no musculo cardiaco e no

gastrocnémio.

1.4 Estratégia Experimental:

Avaliar em ratos sedentarios (controles) e treinados (em natacdo) no miocardio e

gastrocnémio:

e Expressao de HSP70;

e Expresséo e atividade da bomba MRP1/GS-X;

e Determinagdo das concentragdes intramusculares de GSH (glutationa reduzida),
GSSG (dissulfeto de glutationa ou glutationa oxidada) - (relacdo GSSG/GSH,

indice de estresse oxidativo).

1.5 JUSTIFICATIVA E IMPACTO SOCIAL

O exercicio fisico também é capaz de promover a sintese de proteinas de

estresse. Entretanto, o mecanismo exato de indugcéo de HSP e seu papel na resposta
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a injuria resultante do exercicio ainda nao estao totalmente esclarecidos. Sabe-se
que a HSP70 é uma provavel candidata a cardioprotecdo induzida pelo exercicio,
enquanto a MRP1, que jamais foi relacionada a esta fun¢do, pode ser uma das

proteinas mais importante em situacées de estresse cardiovascular.

Como foi discutido anteriormente, o acumulo de GSSG no interior da célula,
esta diretamente relacionado com a perda da fungao de diversas proteinas essenciais
para a homeostase cardiaca. Por esta razao, qualquer fator que altere o conteudo de

GSSG para menos, pode ser um mecanismo de cardioprotecao.

Dado que a pratica de atividades fisicas € um fendmeno social indiscutivel e
contribui para a promocgao da qualidade de vida, a pesquisa e produc¢ao cientifica e/ou
académica mostra-se plenamente justificavel. Por isso, a relevancia social do projeto
€ Obvia, uma vez que 0 mesmo vira a contribuir para produgdo de conhecimento na
area de Fisiologia Humana e do Exercicio. Além disso, a geracdo desse
conhecimento permitira que o acompanhamento das adaptagbes organicas as
atividades fisicas direcionadas ao tratamento de doengas crénico-degenerativas seja

feito de forma mais eficiente e racional.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estresse, proteinas de choque térmico e citoprotecao

Diversas estratégias foram desenvolvidas pelas células para lidar com
mudancas adversas no ambiente. Entre essas, a resposta de choque térmico,
também referida como resposta ao estresse (WELCH, 1992), € a mais conservada
(LOCKE and NOBLE, 1995; FEHRENBACH and NIESS, 1999). Ela consiste na
rapida expressao de uma classe de proteinas conhecidas como proteinas de choque
térmico (LOCKE and NOBLE, 1995; FEHRENBACH and NIESS, 1999), que séao
essenciais para a sobrevivéncia de células confrontadas com um agente ambiental

estressante (WELCH, 1992).

A natureza universal dessa resposta tem sido continuamente confirmada desde
sua descrigdo inicial por Ritosa em (1962), em células de glandula salivar de
Drosophila busckii. Segundo este autor, a sujeicdo das larvas deste inseto a um
choque térmico’, por 30 min, determinava uma alteracdo do padréo de espessamento
cromossomal’. Como esses espessamentos sdo locais de intensa atividade
transcricional, a mudanca de padrao evidenciava que o choque térmico havia ativado
um conjunto de genes que determinavam a expressao de um grupo especifico de
proteinas. Ritosa também demonstrou que a variagdo no padrdo de espessamento

cromossomal ocorria quando a temperatura atingia rapidamente um valor limiar

' Correspondendo ao aumento de 25 para 30 °C na temperatura do ambiente em que
se desenvolvia a larva

2 Esta elevacdo de temperatura determinava, no cromossoma 2L, o surgimento de
espessamentos nas regioes 2L 14, 2L15 e 2L.20, além da regressao do
espessamento normalmente existente em 2L 8.
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determinado, e ndo em resposta a qualquer variagcdo brusca de temperatura de

amplitude entre 5 a 6 °C (RITOSA, 1962).

O termo proteina de choque térmico (HSP?), ou simplesmente proteina de
estresse (SP*), tem sido usado para as proteinas induzidas por calor (LOCKE and
NOBLE, 1995), assim como por outros desafios metabdlicos, incluindo analogos de
aminodacidos, varios metais pesados, agentes que atacam os grupos sulfidrila das
proteinas (como o arsenito de sddio), diversos ionéforos® e venenos metabdlicos que
afetam a produgédo de ATP (Welch, 1992). A expressdo de HSP também pode ser
induzida por estresse oxidativo, mecéanico e por citocinas (FEHRENBACH and
NIESS, 1999). Muitos destes agentes estressantes tém em comum a capacidade de
afetarem de modo adverso a conformacao correta e, consequentemente, a fungao

das proteinas (MINOWADA, 1995).

A importancia das HSP para a manutencdo da homeostase celular pode ser
avaliada pelo fato de estas proteinas constituirem uma classe altamente conservada,
desde procariotos até o homem (MEYER e DA SILVA, 1999). Elas podem ser
agrupadas por suas massas moleculares, em familias, sendo as mais comuns:
HSP110, HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e HSP30 (27,28 e 30 e p**-heme-
oxigenase). Muitas destas familias de proteinas tém sido identificadas em células de
mamiferos (FEHRENBACH and NIESS, 1999), sendo que o principal grupo de HSP
apresenta peso molecular de aproximadamente 70 kDa e ponto isoelétrico entre os

pH 5,2 e 6,3 (LOCKE, NOBLE and ATKINSON, 1991). Incluido neste grupo estdo as

% heat shock/stress proteins
* stress proteins
® proteina que funciona como canal idnico



22

proteinas conhecidas como reguladas pela glicose (GRP®) (LOCKE, NOBLE and
ATKINSON, 1991) que sao induzidas por privagdo de glicose, influxo de calcio,
exposicao prolongada a hipdxia ou agentes que perturbam a N-glicosilagdo

(FEHRENBACH and NIESS, 1999).

As HSP ndo séo induzidas apenas em condicdes de estresse. Ha
componentes desta classe de proteinas que sdo expressos constitutivamente (HSC),
ou seja, em células ndo submetidas a condigdes de estresse. As formas induziveis,
quando expressas, se somam as constitutivas (MEYER e DA SILVA, 1999). Em
células eucarioticas, a familia das proteinas de 70 kDa é composta primariamente
pela HSP70, que é uma proteina induzivel de 72 kDa e da HSC70 que € uma
proteina constitutiva de 73 kDa. Os membros desta familia possuem um dominio
capaz de ligar ATP e outro de ligar peptideos, e se localizam tanto no compartimento
nuclear, como no citoplasmatico (WELCH, 1992). Quando estas proteinas atacam
uma proteina desnaturada (dobrada de forma inadequada®) ou nascente (ainda ndo
dobrada®), estabelecem com estas uma ligacdo através do dominio ligante de
peptideo com o objetivo de impedir agregagao proteina-proteina. Como documentado
para a RNA-polimerase, a HSP70 desagrega e reativa as proteinas termicamente
danificadas. A energia liberada pela hidrolise do ATP é utilizada para separar a
proteina da HSP. A familia HSP70 também auxilia no correto dobramento e
estabilizacdo de polipeptideos recém-formados, antes de estes assumirem seus

estados nativos. Em funcéo destas caracteristicas, as HSP70 sado conhecidas como

® glucose regulated proteins.
" Heat Shock Cognates
8 misfolded
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chaperonas moleculares'’® (WELCH, 1992; ESSIG and NOSEK,1997). As HSC70 sao
encontradas em niveis relativamente altos na maioria das células. Em presenca de
estresse e da desnaturagcdo de proteinas, as HSC70 migram para o nucleo e
nucléolo, onde ligam a pré-ribossomas desnaturados ou que ainda n&o tenham
adquirido a conformacgdo nativa. Acredita-se que HSC70 e HSP70 auxiliem na
estabilizacdo de proteinas, sendo que a primeira agiria regularmente, em condigdes
nao-estressantes, enquanto a segunda seria sintetizada para atender demandas

extras impostas a célula sob estresse (ESSIG and NOSEK,1997).

2.2 Heat shock factors e aregulacdo da resposta ao choque térmico.

Em células eucaridticas, a regulacdao dos genes HSP pelo calor requer a
ativacdo e translocagcdo, para o nucleo, de uma proteina transregulatéria, o HSF
(“heat shock factor”), que reconhece e liga-se a uma sequéncia de elementos
localizada no promotor do gene HSP, denominada HSE (“heat shock element”)
deflagrando o processo de transcricdo (SANTORO, 2000 e MEYER,1999). Uma
caracteristica-chave do HSE é a presenca de segmentos GAA/TCC arranjados
periodicamente, a intervalos de dois nucleotideos. Os blocos GAA provavelmente
representam pontos de contato para o HSF, sendo que um HSE funcional inclui um
minimo de trés segmentos GAA, ndo-consecutivos. E possivel que interacdes HSF-
DNA produtivas impliquem no dobramento dos sitios de ligacdo e que a presenga de

multiplos pontos de contato seja pré-requisito para que o fator induza tal dobramento

® unfolded
'% do Inglés, chaperone = acompanhante
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(AMIN et al. 1988). Em mamiferos, nos promotores dos genes das HSP70 e HSP9O,
o HSE é composto por cinco e seis unidades pentaméricas, respectivamente, em
estreita proximidade com os elementos basais dos promotores (SANTORO, 2000).
Enquanto um unico tipo de HSF foi descrito em fungos e em Drosophila, uma familia
multigénica de HSF foi identificada em plantas e vertebrados. A presenga de
diferentes HSFs na maioria dos eucariotos sugere que a interagéo entre eles deva ser
importante para proteger organismos complexos das diversas formas de alteragbes

ambientais (SANTORO, 2000).

Em um grande numero de eucariotos, o HSF1 esta presente tanto em células
submetidas, como ndo submetidas a diferentes tipos de estresse. Entretanto, na
auséncia de estresse, o HSF1 é expresso na forma de um mondmero inerte ligado a
HSP70 e a outras chaperonas. Na presenga de um agente estressante capaz de
provocar um subito aumento na presenca de proteinas nao-nativas, se estabelece
maior necessidade de chaperonas (HSP70, HSP90) para prevenir o surgimento de
agregados de proteinas desnaturadas. Consequentemente, as chaperonas
dissociam-se dos monémeros de HSF1, permitindo que estes assumam um estado
trimérico, sejam fosforilados nos residuos de serina e translocados para o nucleo. A
partir deste momento, ligam-se aos HSEs, localizados a montante dos genes HSP,
resultando na transcricdo induzida por estresse. Com o aumento da sintese de HSP,
é restabelecido equilibrio inicial entre chaperonas livres e ligadas a proteinas nao-
nativas. As HSP deslocam-se para o nucleo, ligam-se ao dominio ativador de
transcricdo dos HSF1, reprimindo novamente o processo de transcricdo de genes

HSP (SANTORO, 2000, FEHRENBACH and NIESS, 1999).
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Além do HSF1, considerado o fator estresse-responsivo rapidamente ativado,
existem ainda o HSF2, 3 e 4. O HSF2 (co-expresso) é ativado em resposta a distintos
estimulos de desenvolvimento ou diferenciacdo; O HSF3, que mostra muitas
caracteristicas semelhantes aos HSF1, é ativado principalmente por exposi¢cdo a
temperaturas extremas e sob condi¢cdes severas de estresse e parece ser importante
co-regulador do HSF1, aumentando a habilidade celular de regular com precisdo a
resposta ao choque térmico; e finalmente, o HSF4, que parece ser regulador negativo
da resposta ao choque térmico, reprimindo a expressao dos genes HSP (SANTORO,

2000).

A ativacdo do HSF induzida por exercicio observada em coragao de ratos é
similar a ativacdo observada em coracdo de animais submetidos a choque térmico,
sugerindo que o exercicio e o choque térmico induzem a expressao de HSP pelo
mesmo mecanismo geral. Em alguns casos, a temperatura interna do animal era
menor que a necessaria para ativacdo por choque térmico, indicando que outros
fatores, além do calor, devem contribuir para a ativacdo do HSF pelo exercicio

(FEHRENBACH and NIESS, 1999).

Embora a expressdo de HSP seja regulada primariamente em nivel
transcricional, mecanismos pds-transcricionais também devem ser importantes. O
MmRNA de HSP70 é relativamente instavel sob condi¢bes fisiolégicas normais e €&
quase indetectavel através de Northern blot em musculos ndo submetidos a estresse.
Assim, quando o status fisiolégico volta ao normal, a quantidade de mRNA de HSP70
viavel é diminuida, determinando baixos niveis de transcricdo (FEHRENBACH and

NIESS, 1999).
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2.3 Papel citoprotetor das HSP

Apesar de a inducdo destas proteinas ter sido inicialmente interpretada como
um sinal para a deteccao de estresse fisioldgico, esta bem estabelecido agora que a
inducdo € fundamental nos processos de reparo que seguem diferentes tipos de
danos e na prevengao contra a agregagcao e coagulagado de proteinas nao-nativas
(SANTORO, 2000), que € o principal mecanismo através do qual as HSP conferem
citoprotecado, evitando dobraduras e interacdes incorretas entre as proteinas. Em
condicOes fisiologicas, os segmentos predominantemente hidrofébicos das cadeias
polipeptidicas que formam as proteinas corretamente dobradas localizam-se no
interior da molécula, enquanto os segmentos hidrofilicos voltam-se para o exterior.
Esta disposicao possibilita a solubilidade das proteinas em meio aquoso e impede a
formacado de agregados que ocorreriam pela interagdo das partes hidrofobicas de

diferentes moléculas (MEYER e DA SILVA, 1999).

O papel citoprotetor das HSP e, em particular, das HSP70, tem sido
extensivamente documentado tanto in vitro como in vivo, em uma variedade de
doengas humanas incluindo: disturbios metabdlicos, inflamacéo, infeccédo e isquemia.
No tecido cardiaco, diferentes tipos de agressdes, incluindo isquemia miocardica,
trauma e hipertermia, resultam na sintese de HSP, as quais desempenham um papel
central no restabelecimento da fungao cardiaca apds injuria, tanto in vitro como em
modelos animais. No caso da inflamagéo, as HSP protegem as células de mamiferos

da citotoxicidade mediada pelos TNF'' o e . Também foi demonstrado que a
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expressdo destas suprime a expressdo de iINOS'? (geradora de NO, um gas pro-
inflamatério) em células da astroglia. Em modelos da sindrome da angustia
respiratéria do adulto (SARA) em roedores, o acumulo induzido de HSP70 nos
pulmdes esta associado com uma diminuicdo da resposta inflamatdria e prevencao
da letalidade desta doenca. A expressdo aumentada de HSP também esta associada

com a inibi¢ao da replicacdo viral durante infec¢des agudas (SANTORO, 2000).

2.4 Outras Chaperonas

2.4.1 HSPs Pequenas

A ubiquitina provavelmente €& a menor HSP (peso molecular de
aproximadamente 8kDa) sendo expressa em praticamente todas as células dos
mamiferos. E uma proteina altamente conservada que apresenta fungdo na estrutura
da cromatina bem como na degradagéo de proteinas. Muitas proteinas intracelulares
sdo, antes de serem degradadas, ligadas covalentemente (em residuos de lisina) e
modificadas pela adigdo de ubiquitina. O aumento de ubiquitina apds o estresse
presumivelmente, facilita o enderecamento e remogao de proteinas desnaturadas
como consequéncia do evento estressante.

A HSP20 foi encontrada em tecido muscular esquelético de ratos constituindo
mais de 1,3% da proteina celular total do musculo e sua expressao é relacionada
com a contragdo muscular, especialmente em fibras de contracao lenta.

Tem sido demonstrado, que a HSP27 é expressa tanto em tecido muscular

humano quanto de ratos. Ela se localiza no citossol em condicdes normais e €&
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s

translocada ao nucleo em condicoes de estresse. Esta proteina € expressa em
concentragdes relativamente baixas, porém em adicdo do estresse ela exibe uma
inducdo de sua expressao de 10 a 20 vezes maior que em repouso. As principais
funcdes relacionadas as HSP27 incluem a estabilizacdo de microfilamentos e a
transducéao de sinal das citocinas.

Outra importante HSP encontrada nos musculos estriados é a alfa-cristalina.
Esta se divide em duas isoformas: alfa A e alfa B. A primeira & expressa
principalmente no cristalino enquanto a segunda é expressa constitutivamente em
muitos tecidos diferentes e pode ser induzida pelo estresse fisiolégico. Ambas
dividem o mesmo gene de origem; o tipo B atua como chaperona molecular tanto
para prevenir agregacgao de proteinas desnaturadas como para facilitar a renaturagcéo
da mesma. Por esta razéo, a tipo B pode desempenhar um papel fundamental no

desenvolvimento das células musculares.

2.4.2 HSP60

O musculo esquelético é capaz de expressar HSP60 sob condigcdes de
estresse. Esta chaperona é encontrada no interior da mitocéndria, porem existem
evidéncias de que ela é sintetizada no citoplasma e entao translocada a mitocéndria
onde é processada na sua forma madura. A HSP60 facilita o dobramento correto e a
montagem de proteinas enderegadas a entrar na mitocondria. Também é capaz de
estabilizar proteinas sob situagdes de estresse. Essa proteina € expressa
constitutivamente em tecido muscular estriado e outras células em proporcao ao
conteudo mitocondrial e €é aumentada apds estimulagdo elétrica cronica.

Recentemente tem se demonstrado que o treinamento de resisténcia aumenta sua
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expressdo de forma correspondente com a atividade enzimatica mitocondrial

apresentada.

2.4.3 HSP90

As HSP90, sao uma familia de proteinas compostas por trés subtipos: duas
intimamente relacionadas com isoformas citoplasmaticas (o« € ) e uma proteina
reguladora da glicose (GRP94). A HSP90 é encontrada no citosol, nucleo e reticulo
endoplasmatico, e é relatada existindo em muitos tipos de células. Outra importante
atividade da HSP90 ¢ a sua ligacdo com receptores de horménios esteroidais néo
ligados, incluindo receptores de estrégeno, progesterona, glicocorticbides e
androgenos. A HSP90 apresenta um importante papel na regulagdo da atividade
destes receptores onde, na auséncia do hormdnio, ela se fixa e os inativa; apds a
ligacdo do hormoénio, ela se desliga dos receptores e permite que este seja

translocado ao sitio especifico no DNA.

2.5 Radicais livres, estresse oxidativo e exercicio

A pratica diaria de exercicios fisicos de intensidade moderada é benéfica para a
saude, reduzindo os riscos de diversas desordens relacionadas ao envelhecimento.
Por outro lado, exercicios intensos e prolongados tém efeitos adversos sobre a
saude, provavelmente em fungdo da excessiva geragao de espécies reativas do
oxigénio (RADAK et al. 1999). De fato, o musculo esquelético gera consideraveis

quantidades de radicais livres durante contragdo muscular intensa (CLANTON e
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KLAWITTER, 1999), assim como neutrofilos, eosindfilos e mondcitos, em resposta ao

exercicio vigoroso (NIESS et al. 1999).

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados e, em fungao disso, apresentam acentuada reatividade quimica.
Esta caracteristica da origem ao potente efeito oxidante desses radicais (que
facilmente subtraem elétrons de substancias aceptoras), que é a base para seu efeito
destrutivo contra lipidios, proteinas, acidos nucléicos e a matriz extracelular. Os
radicais livres de maior importancia bioldgica sdo os radicais superoxido (Oa.),
hidroxila (OH") e oxido nitrico (NO). Varios mecanismos enzimaticos envolvendo a
catalise por cobre ou ferro, sdo responsaveis pela geracado destes radicais nos
sistemas bioldgicos. Derivados oxidantes secundarios podem resultar da reagcédo de
um radical livre com outro, como por exemplo, o peroxido de hidrogénio (H20-2), o
peroxinitrito (ONOQ") e o acido hipocloroso (HOCI). Eles também contribuem para o
estresse oxidativo devido ao fato de apresentarem ainda maior toxicidade do que os
radicais livres originais. Uma distingdo terminoldgica é feita entre as espécies reativas
do oxigénio (ROS™), que incluem os radicais de oxigénio (O, , OH) e seus derivados
(H,0, e 0 4tomo de oxigénio), e as espécies reativas do nitrogénio (RNS'), tais como

0 NO e 0 ONOO" (NIESS et al., 1999).

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre a produgdo de oxidantes e as
defesas antioxidantes, o que pode ser consequéncia de condigcbes como: isquemia-

reperfusdo, hipdxia severa, estresse térmico severo, choque séptico e lesdo induzida

'3 Reactive Oxygen Species
' Reactive Nitrogen Species
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por distensdo muscular. Essas condigdes podem levar a injuria e disfungdo mecénica

(CLANTON e KLAWITTER, 1999).

Diversos mecanismos sao apontados como responsaveis pela producdo de
radicais livres durante a atividade fisica. No processo de fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, a enzima citocromo oxidase catalisa a redugdo do oxigénio molecular, o
que corresponde a 90 a 98% do consumo de O,. O oxigénio restante (2 a 10%) sofre
redugao incompleta, um processo que conduz a geragao de superéxido (Oz). Assim,
a quantidade absoluta de O, tende a aumentar como resultado do aumento do

consumo de oxigénio pelo musculo em contracdo (NIESS, et al. 1999).

Outro importante mecanismo de geragcdo de O, é a atividade da xantina
oxidase'®, que catalisa a convers&o da hipoxantina em xantina, e esta em acido Urico.
Esta enzima age normalmente como desidrogenase, utilizando nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD") como aceptor de elétrons. Entretanto, condi¢gbes de protedlise
causada por disturbios na homeostase do calcio intracelular, estresse térmico e
oxidagao de grupos tidis determinam sua conversdo para a forma oxidase, a qual
forma O, durante sua agao catalitica. Tanto em condi¢cbes de isquemia-reperfusao,
como de exercicio de alta intensidade, ocorre acumulo de adenosina monofosfato
(AMP) como resultado da agdo da adenilato quinase, a fim de compensar a
ressintese inadequada de adenosina trifosfato (ATP). A metabolizagdo subsequente
do AMP para inosina monofosfato (IMP) leva a um aumento dos niveis de
hipoxantina, a qual é o principal substrato da xantina oxidase. Além disso, a

perturbacdo da homeostase do calcio celular permite a conversdo da xantina

'® Enzima localizada predominantemente no endotélio vascular
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desidrogenase para sua forma oxidase e, portanto, aumenta a quantidade de Oy

produzido durante e apds o exercicio (NIESS, et al. 1999).

Finalmente, um mecanismo adicional de formagao de ROS é a conversao de H,0,
para o radical muito mais agressivo OH’, via reac&o de Fenton, na presenca de ferro.
A extensao da geracdo de OH™ depende principalmente da disponibilidade de ferro
livre. O exercicio exaustivo parece estar associado a uma liberagdo aumentada de
ferro das hemo e mioglobinas, ou de seus produtos de degradagao, como resultado
de danos ao tecido muscular. O cobre, catalisador na reacdo Haber-Weiss, também

pode contribuir para a formagao aumentada de OH" (NIESS et al, 1999).

Os radicais livres podem agir como sinalizadores em diversos tipos de células
(JACKSON, 1999; CLANTON, ZUO e KLAWITTER, 1999) e o conhecimento dos
mecanismos através dos quais eles influenciam a expresséo génica € de importancia
particular nos tecidos que, como o musculo esquelético, sao sistematicamente
expostos a uma quantidade varidvel de estresse oxidativo (JACKSON, 1999).
Especula-se que os radicais livres, através da inducao de fatores de transcricdo
sensiveis ao estado redox da célula, como o NF-xB e a AP-1'®, tenham importante
papel na efetivacdo das adaptacdes ao treinamento fisico. Corrobora com esta idéia o
fato de que a geragdo intracelular de ROS, por estimulos patogénicos ou
inflamatérios, resulta na degradagcdo da subunidade inibitéria I-kB do NF-«xB,
permitindo que este ligue as seqiéncias reguladoras da expressao de genes-alvo. No
entanto, o papel, no exercicio, da ativacdo do NF-«xB e do AP-1, pelas ROS, é pouco

conhecido (NIESS et al. 1999).
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Antagonizando os efeitos das ROS, os sistemas de protecdo antioxidantes do
corpo, assim como os antioxidantes alimentares, modulam diversos processos de
sinalizagdo sensiveis ao estado redox da célula. Esses sistemas, que incluem as
enzimas superoxido dismutase (SOD — que dismuta o O,” em H;0,), catalase (CAT-
que transforma H,O, em H20), glutationa peroxidase (GSPx- que reduz perodxidos
organicos na presenca de GSH), heme oxigenase-1 (HO-1) e outras proteinas de
choque térmico (HSP), podem ser influenciados tanto pelo esforgo fisico agudo como

pelo treinamento (NIESS et al. 1999).

Os antioxidantes dietéticos, como o a-tocoferol e o acido ascorbico, podem
exercer efeitos moduladores sobre o sistema imune, suprimindo a produgao de varias
citocinas inflamatérias e também inibindo a expressao de iINOS nos macrofagos. No
entanto, o efeito protetor destas manipulagdes sobre os danos musculares induzidos
pelo exercicio ndo é claro. Outro aspecto que também merece consideragao no que
diz respeito ao uso de antioxidantes dietéticos € que nao se pode excluir a
possibilidade de que, em grandes doses, eles possam ser contra-produtivos para o
processo de regeneracdo do musculo, que parece depender de um certo nivel de
estresse oxidativo. Desta forma, é preciso considerar a necessidade de manutencgao

de niveis 6timos de a-tocoferol e acido ascorbico (NIESS et al. 1999).

A influéncia de exercicios agudos e cronicos sobre a atividade da SOD, CAT e
GSPx foi investigada em varios tecidos. A SOD, uma metaloproteina localizada
primariamente no citoplasma e mitocdndrias de células de mamiferos, catalisa a

conversdo (dismutacdo) de superoxido (O2) em peréxido de hidrogénio (H20;) e

16 Activator protein-1= dimero de fos+jun
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oxigénio. A CAT remove o H,0, pela conversédo deste em agua e oxigénio. A GSPx &
uma enzima que catalisa a reducao de H,O, e peroxidos de acidos graxos em agua e
dissulfeto de glutationa (também conhecida como glutationa oxidada, GSSG),
utilizando GSH como doador de elétrons. A GSSG é regenerada a GSH numa reagao
em que o NADPH é o agente redutor. Resumidamente, o exercicio vigoroso agudo
aumenta a atividade da SOD no musculo esquelético, coragdo, pulméo, figado e
células sanguineas vermelhas. Embora tenham sido detectados efeitos estimulantes
do exercicio sobre a GSPX, a influéncia do exercicio agudo sobre a esta enzima ainda
é inconsistente. O treinamento fisico, por sua vez, parece induzir a atividade da GSPx
e da SOD, embora nado tenham sido demonstrados efeitos deste tipo de intervencgao,
sobre a atividade da CAT. Em leucécitos humanos, até o presente, ndo ha dados
disponiveis sobre mudancgas na atividade de SOD, CAT ou GSPx, relativas ao

exercicio (NIESS et al. 1999).

A heme-oxigenase possui duas isoformas: a HO-1 (32 kDa), que € induzivel, e a
HO-2, que é constitutiva. A elevacido da expressdo de HO-1 protege a célula contra o
estresse oxidativo reduzindo o polo intracelular de ferro livre, via indugc&o da sintese
de ferritina, se opondo a geracado de ROS através da reagédo de Fenton. Além disso, a
HO-1 catalisa a etapa inicial na degradagdao de heme a bilirrubina, um potente
antioxidante hidrossoluvel. Aumentos na expressao de HO-1, em funcao de exercicio,
foram demonstrados em musculos de camundongos e em mondcitos, linfocitos e
granulécitos humanos. Além disso também foi observado que a expresséo basal de

HO-1 em leucdcitos foi menor em individuos treinados do que em nao treinados,
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sugerindo um estado pro-oxidante mais baixo nas células, devido a adaptacdes ao

treinamento fisico (NIESS et al. 1999).

A HSP70 também parece proteger contra o estresse oxidativo. No entanto,
apenas a geracgao intracelular, e ndo a exposig¢ao extracelular as ROS, aumentam as
HSP70 citoplasmaticas. Com relagao aos efeitos protetores da HO-1 e da HSP70, a
expressao aumentada dessas proteinas de estresse deve ajudar a manter a
viabilidade, funcao e capacidade proliferativa de células imuno-competentes, durante
e apos o exercicio vigoroso (NIESS et al. 1999). Como a ativacéo de vias das HSP
blogueia a ativacdo do NF-«xB, € possivel que a expressao de HSP esteja relacionada

a modulagao da atividade de citocinas inflamatérias.

O envolvimento do NF-«xB na expressdo de citocinas inflamatérias e,
consequientemente, de seus efeitos moduladores sobre os processos inflamatérios
agudos e crdnicos, é importante do ponto de vista fisiopatoldgico. Discute-se o papel
dos antioxidantes como opgao terapéutica, devido a um efeito inibitério sobre o NF-
kB, o qual tém sido observado, quando se administra acido ascorbico e outros

antioxidantes (NIESS et al. 1999).

O aprimoramento das defesas antioxidantes em resposta ao condicionamento
muscular também sugere uma estreita relacéo entre as espécies reativas de oxigénio

e a atividade contratil (NIESS et al. 1999).
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2.6 NO, HSP e protecédo contra injuria tecidual

O oxido nitrico € um radical livre gasoso, pequeno e relativamente estavel que
prontamente se difunde nas células, onde reage com alvos moleculares. Apesar de
servir como uma molécula sinalizadora-chave em diversos processos fisiologicos (e.g.
defesa imunoldgica, comunicagdo neuronal e regulagao vascular), pode causar ou
contribuir para condigbes fisiopatologicas (e.g. choque vascular, diabetes,
neurodegeneragao, artrite e inflamacgao crénica) quando sua sintese é desregulada e

excessiva (GROSS et al. 1995).

Em mamiferos, como resultado de seus efeitos antimicrobianos, o NO e outros
RNS estdo envolvidos na defesa do organismo (‘host defense”). A enzima
responsavel pela sintese de NO, nestas situacdes, é a NO sintase induzivel (iNOS'),
que é expressa em mondcitos, macréfagos, linfécitos T, neutréfilos, eosindfilos e
células mesangiais, do sistema imunolégico humano. Niveis normais de NO também
Sa0 necessarios para varios outros mecanismos fisiolégicos, incluindo as fungbes de
sinalizagdo, mas sua produgao excessiva pode ter efeitos prejudiciais para as células.
No metabolismo energético, os complexos efeitos do NO incluem a inibicdo da
NADH-ubiquinona e da succinato-ubiquinona-oxirredutase, na cadeia respiratéria
mitocondrial, e da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, na glicolise (NIESS et al.

1999).

Uma ampla variedade de fatores, ativadores e inibidores, foram identificados como
moduladores da expressdao de INOS, através dos quais, varias citocinas

desempenham seu papel. A expressao de iNOS, in vitro, pode ser estimulada pela
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combinacdo de IFN-y, TNF-a e IL-B. IL-8 e IL-6 tém um efeito mais inibitério, o qual
pode ser entendido como um importante mecanismo de feedback na regulacado da

INOS (NIESS et al. 1999) e dos efeitos do NO.

A influéncia do exercicio fisico sobre a expressao de iINOS e producdo de NO em
células imunocompetentes ainda € pouco conhecido. Foi demonstrado que a corrida
exaustiva em esteira em uma intensidade de 110% do limiar anaerdbio individual
(IAT), em homens nao-treinados, resultou em aumento na expressdao de iINOS em
neutrofilos e linfocitos, o qual persistiu por 48 h apdés o exercicio. Uma expressao
aumentada de iINOS também foi observada imediatamente apds uma corrida de meia-
maratona. Uma vez que o NO n&o foi determinado nesses estudos, ndo se sabe se a
expressdo aumentada de iINOS se traduz em um aumento relevante na geragao de
NO pelos leucdcitos. Além disso, o exato mecanismo levando a um aumento na
expressao de iINOS, em funcdo do exercicio, ndo esta claro. Fatores que produzem
uma liberagcdo aumentada de citocinas, como IFN-y, TNF-a ou IL-13, sob estresse
fisico, podem estar envolvidos na produgao aumentada de NO (NIESS et al. 1999) e

precisam, portanto, ser investigados.

Segundo Veseley et al. (1998), no tecido muscular esquelético, a HO-1 parece ser
induzida apenas por exercicio ou estimulagcado elétrica in vivo. Estes autores,
estudando os efeitos da hemina e do nitroprussiato de sodio em células da linhagem
de mioblastos esqueléticos de rato L6G8, observaram um aumento tempo e dose-

dependente na atividade de HO-1. O efeito do nitroprussiato de sddio, por sua vez,

' inducible NO-synthase
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era reduzido pela co-incubagdo com hidroxi-cobalamina, sugerindo que o NO deve

estar envolvido na ativagao do gene que codifica para HO-1.

A adenosina e o oxido nitrico, substancias vasoativas candidatas para a regulagéo
local do fluxo de sangue no musculo esquelético, aumentam nas células musculares
e no fluido intersticial durante o exercicio. Além disso, as enzimas responsaveis pela
formacao destas duas substancias, AMP 5’-nucleotidase e a NOS, também estao
ativas durante a contragdo muscular. Evidéncias in vivo, como in vitro, sugerem que 0
aumento na concentracéao intersticial de adenosina, induzido por contracao, resulta da
sintese extracelular mediada pela AMP 5’-nucleotidase extracelular ligada a
membrana. Ainda ndo esta claro se a indugcdo da formacgdo de Oxido nitrico no
musculo se origina da NOS endotelial, localizada no endotélio microvascular, ou da
NOS neuronal (nNOS) das células nervosas e fibras musculares. Evidéncias
funcionais do papel da adenosina no controle do fluxo sanguineo muscular se apéiam
em estudos utilizando agonistas e antagonistas do receptor de adenosina, adenosina
desaminase ou inibidores da captagcdo de adenosina. A maioria destes estudos foi
realizada em animais de laboratorio e, ainda que estes resultados mostrem alguma
discrepancia, a maioria indica que a adenosina participa na regulagdo do fluxo
sanguineo muscular. Em humanos, ainda faltam evidéncias que confirmem este papel
da adenosina. O papel do NO para a fisiologia do musculo esquelético tem sido
estudado com inibidores de NOS. A despeito do grande numero de estudos nesta
area, o papel do NO no aumento do fluxo de sangue muscular induzido por contragéo
ainda € incerto. A maioria dos estudos, mas nao todos, em humanos e animais

mostraram que, embora o bloqueio da NOS reduza o fluxo muscular de sangue no
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repouso, e durante a recuperacao do exercicio, ndo ha nenhum efeito deste bloqueio
sobre o aumento da perfusdo muscular durante o exercicio. Ainda ndo existem
evidéncias conclusivas sobre os mecanismos subjacentes ao aumento multi-fase do
fluxo sanguiineo muscular durante o exercicio, assim como sobre o papel e poténcia
das diversas substancias vasoativas (RADEGRAN & HELLSTEN, 2000).

O exercicio também provoca estresse oxidativo através da geragdo aumentada de

intermediarios reativos do oxigénio (ROI™

) no musculo, assim como no sistema
hematopoiético. A elevagao de temperatura induzida pelo exercicio também pode
provocar o estresse oxidativo, uma vez que Salo et al. observaram que, com o

aumento da temperatura, as mitocondrias musculares sofriam um progressivo

desacoplamento com geragao aumentada de ROI.

Um papel para os intermediarios reativos do oxigénio, produzidos primariamente
como consequéncia do elevado ritmo de respiracdo mitocondrial € postulado na
fadiga muscular. Considerando a capacidade potencial dos intermediarios reativos do
oxigénio de danificarem as proteinas intracelulares durante séries consecutivas de
contragées musculares, a capacidade de rotas antioxidantes preexistentes pode ser
complementada pela sintese de HSP. Aumentos no mRNA de HO-1, em particular,
devem fazer parte de uma rota antioxidante induzivel no musculo esquelético que é
responsiva ao estresse metabdlico associado com contracbées musculares repetidas

(FEHRENBACH and NIESS, 1999).

A ativacao de neutrdfilos descritas apds exercicio e um aumento dos produtos de

peroxidagao lipidica sugerem que o estresse oxidativo desempenha um papel
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importante nas mudancas induzidas pelo exercicio nas células hematopoiéticas. Em
particular, a proteina HO-1 antioxidante € induzida por hipoxia e estresse oxidativo.
Uma rota redox-sensivel faz a mediagdo de pelo menos parte da indugdo do gene de
HO-1 por hipdoxia em midcitos cardiacos. Foi observado que a indugcdo de HO-1 em
leucdcitos apds exercicio de endurance extenuante de longa duragéo se correlaciona
com a concentracdo plasmatica aumentada de interleucina-8, um indicador da
ocorréncia de intermediarios reativos de oxigénio in vivo. Estes resultados permitem
considerar o estresse oxidativo como um estimulo potencial para a expressao de HSP

associada ao exercicio (FEHRENBACH and NIESS, 1999).

Segundo Salo et al. (1991) a hipertermia do exercicio provocaria o0
desacoplamento mitocondrial, elevando a concentragdo de ubisemiquinona e
aumentando a concentragdo de superodxido (O2). Este anion e o perdxido de
hidrogénio (H20,), subsequentemente formado, podem ser responsaveis pela

expressdo aumentada de HSP70 e de outras HSP.

2.7. Proteinas de Choque Térmico e Citoprotecao no Miocardio

Diversos mecanismos de citoprotegao cardiaca estdo associados a expressao de
HSP, a maior parte da atengao € voltada para os processos que envolvem a morte
celular programada — apoptose. A maior via da apoptose envolve a liberagdo da
citocromo C da mitocdndria. Esta se liga a uma proteina conhecida como Apaf-1 e

desencadeia a sua oligomerizagdo. O complexo formado, entao atrai a pro-forma da

'® Reactive oxygen intermediates
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enzima proteolitica caspase-9 que é clivada e passa a sua forma ativa, e por meio
disso inicia-se o processo apoptatico. Interessantemente, diferentes tipos de HSP tém
demonstrado inibir este processo em diferentes pontos. Foi demonstrado que a
HSP27 é capaz de ligar-se a citocromo-c e prevenir sua ligagdo a Apaf-1 (GARRIDO
et al, 1999; BRUEY et al, 2000). Inversamente, a HSP90 se liga a Apaf-1 e previne
sua ligagao a citocromo-c (PANDEY et al, 2000), enquanto a HSP70 previne a ja
oligomerizada Apaf-1 de recrutar a pro-caspase-9 (BEERE et al, 2000; SALEH et al,

2000).

Além de seu efeito anti-apoptético mediado por caspases, a HSP70 parece
apresentar mecanismos independentes de caspases (JAATTELA et al, 1998). A
capacidade da HSP70 de inibir a quinase C-Jun N-terminal (Jnk kinase), indutora de
apoptose, parece ser a maneira independente de caspase pela qual a HSP70 inibe a
morte celular programada (GABAI et al, 2000; PARK et al, 2001). Ja foi demonstrado
que o aumento da expressao de HSP70 em células cardiacas protege a célula da
apoptose em decorréncia de estimulos estressores como calor e isquemia (BRAR et

al, 1999).

Além deste efeito inibidor de apoptose, as HSP's apresentam outros efeitos de
protecdo como, por exemplo, ja foi demonstrado que a HSP27 pode proteger a
integridade dos microtubulos e do citoesqueleto de actina em midcitos e células

endoteliais expostas a isquemia (BLUHM et al, 1998; LOKTIONOVA et al, 1998).

Além disso, a HSP90 tem demonstrado ligar-se a 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) e estimular sua atividade (GARCIA et al, 1998), enquanto o aumento da

expressdo da HSP70 aumenta a producdo € NO em resposta a estimulacdo de
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citocinas (BELLMAN et al, 2000). Essas observagcdes s&o particularmente
interessantes em vista das observagdes de que angina instavel ativa ambas HSP72 e
eNOS no coragao humano (VALEN et al, 2000), enquanto o NO protege as células
em cultura da morte induzida pelo TNF-a por induzir a expressao de HSP70 (KIM et

al, 1997).

Pelo fato de as HSP, em particular a HSP70, protegerem a célula via multiplos
mecanismos regulatérios, & possivel que estes efeitos possam ser utilizados

terapeuticamente.

2.8 Regulacéo da Expressao de HSP70 no Miocardio durante o Exercicio

Com relagdo a sinalizagado e ativagdo do HSF1, ativador da expressao de
HSP70, Russo et al (1984) foram os primeiros a observarem que a deplegcéo do
conteudo de glutationa resultava em concomitante aumento da expressao de HSP70.
A partir deste momento, muitos outros trabalhos utilizando diversos modelos
diferentes de manipulagédo do conteudo intracelular de GSH (logo do estado redox da
célula cardiaca) demonstraram que a oxidagdo e deplecdo de grupos tiols n&o
protéicos levavam a ativagdo do HSF1 (Freeman et al, 1995; Hatayama et al, 1999;
Huang et al, 1994; Jacquier et al, 1996; Liu et al, 1996; Zou at al, 1998) e levaram a
hipotese de que a oxidagao de grupos tiols levaria a ativagdo de HSF1. No entanto,
em um estudo realizado por PAROO (2002), foi verificado que em ratos exercitados
durante uma hora a 30m/min por 60 minutos, ndo havia correlagcado entre o conteudo
de glutationa e a ligagdo do HSF ao HSE, uma vez que neste exercicio ndo houver

alteracdes no estado redox celular do coragao, mas ainda assim ocorreram ativagao e
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ligacdo do HSF. Aparentemente, esta relacéo entre deplecado de grupos tiols e HSF1

ocorre apenas em situagdes farmacolégicas e ndo em fisiologicas.

Sessdes de exercicio agudo sao associadas com um aumento da recuperacao
funcional, melhora da contratilidade e preservacdo da funcido metabdlica durante a
injuria causada por isquemia-reperfusdo (PAROO, NOBLE et al, 2002; LOCKE,
1995). Entre os mecanismos moleculares envolvidos nesta citoprotecdo esta a
expressdao de HSP70, uma proteina intracelular chave na restauragao dos danos
causados pelo estresse isquémico, facilitando a recuperagédo do coragdao ao seu

estado funcional normal (BENJAMIN et al, 1998).

Diversos trabalhos tém indicado que a simples ligagdo HSF1-HSE no DNA nao é
suficiente para induzir a ativagao transcripcional do HSF1, sugerindo um evento
adicional na regulacéo deste fator de transcricao (JURIVICH et al, 1992). Acredita-se
que a hiperfosforilagdo do HSF1 em seus residuos de serina seguida de sua ligagcao

ao HSE inicie sua atividade (XIA et al, 1997).

A proteina quinase C ou PKC (quinase dependente de calcio-fosfolipideo) e a
proteina quinas A ou PKA (quinase dependente de AMPciclico), medeiam muitos
processos de fosforilagcdo em células cardiacas. Durante o exercicio, niveis elevados
de catecolaminas no plasma e coragcado levam ao aumento da atividade da PKC E
PKA, e estas participam na regulagcdo de processos de mobilizagdo de substratos
energéticos, mudangas de fluxo iénico, desenvolvimento de for¢a contratil bem como
da expressdo génica (SUGDEN et al, 1995; FRANCIS et al, 1982). Ja foi
demonstrado que a administracdo de agonistas p-adrenérgicos que aumentam a

atividade da PKA, potencializam a expressdao de HSP70 durante uma sessao aguda
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de exercicio (PAROO et al, 1999), enquanto que autores demonstraram que o
tratamento com inibidores de PKC diminuia a cardioprotecéo induzida pelo exercicio

(YAMASHITA et al, 2001).

A administracdo do inibidor de PKA (H-89), atenuou a elevagcdo do RNAm da
HSP70 e subsequente expressao de HSP70 induzida pelo exercicio. Em contraste, a
administragéo do inibidor de PKC (CHEL) nao afetou a formagcédo de RNAm da HSP70
bem como seu acumulo intracelular. Isso sugere que, ao contrario do que ocorre em
cultura de células e com o uso de outros agentes estressores, a regulacédo do gene
da HSP70 no exercicio agudo depende apenas da PKA, e ndo de ambas (MELLING

& NOBLE, 2004).

E sabido que a ativacdo do HSF1 envolve uma série complexa de eventos
regulatérios, que incluem a localizagdo nuclear, oligomerizagao, ligacdo ao HSE e
finalmente a transcricdo do gene (SARGE et al, 1993; WESTWOOQOD et al, 1991). No
entanto, em adicdo a estes eventos, muitos estudos tém sugerido outro mecanismo
de controle: a regulagédo da atividade de transcrigao do HSF1 (JURIVICH et al, 1992;

BRUCE et al, 1993).

Numerosos estudos demonstraram que a hiperfosforilacdo induzida do HSF1,
seguida de sua ligacdo ao HSE da inicio a sua atividade. As evidencias deste
mecanismo baseiam-se em estudos que demonstram a redugao da eletromobilidade
reduzida do HSF1, apds um tratamento com fosfatases (SARGE et al, 1993). Estas
observagdes sugerem que a fosforilagdo seja um mecanismo importante para a

translocacdo do HSF1 ao nucleo, e nado a sua ativacao efetiva.
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Em estudos com cultura de células, o inibidor da PKC atenuou a fosforilagdo do
HSF1 e a subsequente transcricdo do gene da HSP70 (OHNISHI et al, 1999). A
importancia da fosforilagdo como mecanismo regulatério da ativagcdo do HSF1ainda
nao é esclarecida, mas estudos recentes demonstraram que a ativacdo do HSF1
ocorre mesmo na auséncia da fosforilagdo. Provavelmente, o exercicio induz
mecanismos regulatorios intracelulares diferentes dos que controlam a ativagcéo do
HSF1 na resposta ao choque térmico. Recentemente foi sugerido que a fosforilagao
do HSF1 so seria necessaria para a maxima ativagao transcripcional (HOLMBERG et

al, 1998).

Foi demonstrado que a fosforilagdo dos residuos de serina 303, 307 e 363
diminuem a ativagao do HSF1 ao invés de ativa-lo (KNAUF et al, 1996; KLINE et al,
1997). A via repressiva da fosforilagdo da ser303 e 307 na regulagao da atividade do
HSF1 é um potencial alvo para a proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK) por
sua capacidade de fosforilar estes residuos (XAVIER et al, 2000; CHU et al, 1998).
Foi demonstrado que a ativacdo de MAPK e ERK1/2, diminuem a atividade
transcripcional do HSF1, mas nao alteram a sua localizag&o, oligomerizagdo nem a
sua ligagao ao DNA (CHU et al, 1996). Estudos com a PKA demonstraram que ela
participa de inumeras vias de sinalizagdo das MAPK's, incluindo ERK %2 (HAFNER et

al, 1994; DUMAZ et al, 2003).

Outras modificagdes pos-translacionais além da fosforilagdo podem participar na
regulacdo da atividade do HSF1. KIANG et al (1994, 1998), demonstrou a
participacao dos niveis de calcio intracelular na regulacéo da expressao do gene da

HSP70. Estes estudos demonstraram que o uso de quelantes de calcio (BAPTA-AM)
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atenua a elevacdo de RNAmM de HSP70 bem como sua sintese em células cardiacas.
No coragdo, a PKA é o principal regulador de calcio intracelular através da

fosforilagdo dos canais de calcio tipo-L (PELZER et al, 1990; KEEF et al, 2001).

A maioria dos trabalhos que examinaram a regulagcédo da cardioprotecdo mediada
por HSP70, eram focadas na PKC. Estes estudos demonstraram que a OKC é
essencial para os processos de cardioprotegcdo, mas as evidencias da sua relacao
com a expressdao de HSP70 n&o eram conclusivas (YAMASHITA et al, 1997;
KUKREJA et al, 1999; JOYEUX et al, 1997). Em um estudo de MELLING & NOBLE
(2004), foi sugerido que a PKC n&o estaria envolvida nos eventos iniciais da ativacao
do gene da HSP70, mas 24 horas apos o exercicio se faria importante, levando a um

mecanismo de protec¢do posterior a célula cardiaca.

Outro fator indutor da sintese de HSP70 no miocardio e esquelético sdo as
mudangas bruscas de temperatura. Com o objetivo de verificar a influéncia da
temperatura na expressdo de HSP70 em uma sessdo aguda de exercicio, KIM et al
(2004), realizaram um experimento com ratos Sprague-Dawley divididos em trés
grupos de exercicio (esteira, 17m/min, 0% de inclinagdo) em diferentes condi¢cdes
ambientais: frio (11°C), controle (23°C) e quente (41°C). Apdés o exercicio, a
temperatura retal dos animais foi aumentada nos grupos exercicio controle e quente,
mas apresentou uma pequena queda no grupo frio. O tempo de exaustdo dos animais
variou em 44+18 min (calor), 55.4£11min (frio) e 102+39min (controle). A expressao
de HSP70 foi aumentada nos grupos exercicio controle e exercicio calor,
permanecendo inalterada no frio. Estes dados sugerem que as temperaturas internas

aumentadas levam a expressao aumentada de HSP70.
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A indugdo de HSP70, pelo exercicio, segundo Locke et al. (1995), confere ao
miocardio uma melhor recuperagao poés-isquémica e deve ser responsavel, pelo
menos em parte, pela protegcdo miocardica associada ao exercicio. Em concordancia
com estes autores, Powers et al. (1998) sustentam que, em ratos, a melhora da
contratilidade e a redugdo da peroxidagao lipidica no miocardio submetido a
condi¢des de isquemia/reperfusdo, in vivo, parece estar relacionada com aumentos
na concentracdo de HSP70 e na atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD)
e fosfofrutoquinase (PFK), induzidos pelo treinamento de resisténcia'®. Locke et al.
(1995), examinando a ativagdo do HSF no coragao de ratos Sprague-Dawley
submetidos a corrida em esteira (24 m/min) por periodos de 0, 20, 40 ou 60 min ou
até a exaustao (102 + 7 min), observaram que esta ocorria em 80% dos animais que
corriam pelo menos 40 min. Em contraposi¢ao, Taylor et al. (1999) observaram que
sessbes agudas de exercicio podem ter efeitos cardioprotetores sem elevagéo

concomitante de HSP70.

A intensidade do exercicio parece ser um fator critico na evocacao da resposta
cardioprotetora da HSP70, conforme demonstrado por Noble et al. (1999). Estes
autores examinaram a possibilidade da corrida espontanea de ratos em uma roda,
conferirem uma resposta similar aquela observada em resposta ao exercicio forgado
em esteira. Eles relataram que os niveis de HSP70 eram quatro vezes maiores, em
ambos os ventriculos dos animais forcados a correr na esteira, em comparacdo com

o ventriculo direito dos ratos que se exercitavam espontaneamente, mesmo que

' endurance
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ambos tenham corrido uma distancia similar. A expressao de HSP73 e HSP75, por

outro lado, ndo eram diferentes entre os grupos.

Para determinar os efeitos do exercicio sobre a expressao de HSP70 em coragdes
submetidos a isquemia-reperfusdo, TAYLOR et al (1999) utilizou ratas Sprague-
Dawley divididas em 1 dia de corrida (1DR), trés dias (3DR), 1 dia no frio de 8°C
(1CR), sedentarias e sedentarios com choque térmico (HS). O exercicio era composto
de 100min a uma velocidade de 20m/min com 6° de inclinagdo. Os coragdes eram
isolados e a isquemia induzida; apos esta, eram recuperados por 30 min e os dados
eram coletados. Em todos os parametros, o coracdo dos animais exercitados se
encontravam recuperados do estresse da isquemia-reperfusido, no entanto, os valores
de HSP72 nos grupos sedentarios, HS, 1DR e 3DR, mas ndo em CR. A partir destes
dados, os autores concluiram que o exercicio produz cardioprotecdo sem a elevagao

dos niveis de HSP72.

2.9 Masculo esquelético, exercicio e expressao de HSP

Células submetidas a estresse podem sobreviver ou morrer dependendo do tipo
de célula, do tipo e intensidade do estresse e de outros fatores. A exposicao prévia
das células a condigdes estressantes nao-letais pode suscitar a sintese de HSP e
proteger contra os efeitos lesivos de novas exposicdes (MEYER e DA SILVA, 1999).
O exercicio fisico de duracdo e intensidade adequadas é um estresse capaz de
perturbar a homeostasia celular e proporcionar estimulos como elevacdo de
temperatura, diminuicdo de pH, aumento da concentragao de ions calcio e diminui¢cao

da disponibilidade de oxigénio (COYLE et al., 2000), assim como a redugédo das
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reservas de glicogénio (FEHRENBACH and NIESS, 1999). Essas condicbes sao
bastante semelhantes aquelas capazes de ativar o HSF e promover a sintese de HSP
(LOCKE and NOBLE, 1995; FEHRENBACH and NIESS, 1999). Na verdade, varios
autores afirmam que o exercicio € um estimulo adequado para promover aumentos
na expressdo de proteinas de estresse (LOCKE and NOBLE, 1995; ESSIG and
NOSEK, 1997; FEHRENBACH and NIESS, 1999). Em consonancia com esta
afirmacéao esta a observagao de que o ritmo de sintese de HSP70 aumenta, tanto no
s6leo como no extensor longo dos dedos, apdés uma unica sessdo de exercicio
(HERNANDO e MANSO, 1997). Também foram observados niveis aumentados de
MRNA codificando para HSP70, em funcdo do exercicio, choque térmico e estresse

oxidativo, em musculo cardiaco e esquelético (FEHRENBACH and NIESS, 1999).

Algumas HSP séo sintetizadas com o aumento da duragao do exercicio, enquanto
outras sao sintetizadas apenas em condi¢cbes de exaustdo ou préximo a ela (LOCKE
and NOBLE, 1995). Febbraio e Koukoulas (2000) examinaram o efeito do exercicio
até a exaustdo sobre a expressdo do mRNA codificando para HSP70 em cinco
homens saudaveis que pedalaram até a exaustdo numa intensidade de 63% da
captacdo maxima de oxigénio. Foram obtidas amostras do musculo vasto lateral e
medida a temperatura muscular em repouso, aos 10 min de exercicio,
aproximadamente 40 min antes da fadiga (144 £ 7 min) e no momento em que
ocorreu a fadiga (186 + 15 min). A temperatura muscular aumentou inicialmente (10
min) e entdo se manteve estavel até o final do exercicio. A concentragao de lactato
também aumentou inicialmente (10 min), mas ndo era diferente dos valores de

repouso 40 min antes e no momento em que ocorreu a fadiga. O conteudo de
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glicogénio muscular, por sua vez, diminuiu progressivamente ao longo do exercicio,
passando de 486 + 74 mmol/kg de peso seco no repouso para 25+ 7 mmol/kg de
peso seco no momento da fadiga. A concentragdo de mRNA HSP70 aumentou
2,2 + 0,5 vezes 40 min antes do momento de fadiga e 2,6 + 0,9 vezes no momento da
fadiga, mas nao era diferente dos valores de repouso aos 10 min de exercicio. Assim,
os dados sugerem um aumento progressivo no conteudo de mRNA codificando para
HSP70, indicando que o exercicio agudo €& capaz de desencadear a resposta de

estresse.

O exercicio fisico é capaz de elevar a temperatura central até 44 °C e a muscular
acima de 45 °C (Salo et al. 1991). Esse aumento de temperatura parece ser
fundamental na expressdo das HSP, uma vez que Hammond et al. (apud
FEHRENBACH and NIESS, 1999) ndo conseguiram demonstrar aumento na
concentragao de HSP70 apds uma hora de natagdo. Segundo Fehrenbach and Niess,
a submersao em agua, neste experimento, poderia ter amenizado a elevagédo da
temperatura corporal. No entanto, outros fatores como a proporcao de fibras do tipo |
nos grupos musculares envolvidos nesse estudo (LOCKE e NOBLE, 1995), ou que a
intensidade de exercicio utilizada (NOBLE et al., 1999) também podem ter

influenciado os resultados.

O aumento coincidente na concentracdo de catecolaminas e na sintese de
HSP70, levou Paroo e Noble (1999) a estudarem o papel dos receptores beta-
adrenérgicos na expressao dessas proteinas. Os resultados obtidos levaram os

autores a concluir que o receptor beta-adrenérgico ndo induz a sintese de HSP70, per
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se, mas deve estar envolvido na complexa regulagdo da resposta de estresse ao

exercicio.

Uma das teorias para explicar a fadiga de baixa freqiiéncia (LFF?’) aponta a
interrupgdo de algum estagio no processo de acoplamento excitagdo-contragdo em
decorréncia da desnaturacéo, por espécies reativas do oxigénio (ROS?'), de uma ou
mais proteinas associadas com o mecanismo de liberacdo do Ca®*" do reticulo
sarcoplasmatico. Dado o potencial das ROS danificarem proteinas intracelulares
durante séries subsequentes de contragées musculares, a capacidade dos sistemas
antioxidantes preexistentes deve ser complementada pela sintese de HSP induziveis
(ESSIG and NOSEK, 1997). A quantidade de mRNA para HO-1, importante proteina
de estresse oxidativo, aumenta no musculo apos repetidas contragdes. A ocorréncia
deste aumento depende da geragao ativa de tensdo, ndo ocorrendo no caso da
geragao de tensdo por processos passivos. Aumentos na expressao de mRNA
codificando para HO-1 deve fazer parte de um sistema antioxidante induzivel pelo
estresse metabdlico resultante de contracbes musculares repetidas. A analise por
Northern blot mostrou também que o mRNA codificando para HSP70 estava 3,5 a

15,5 vezes maior do que os valores de controle (ESSIG et al. 1997).

A possibilidade das mitocondrias de musculo cardiaco serem fonte de estresse
oxidativo, in vivo, foi confirmada por Leeuwenburgh et al. (1999) pela observagao de
que o exercicio determina um aumento de 50% na ocorréncia de orto-tirosina, meta-
tirosina e o,0’-ditirosina nas proteinas mitocondriais. Segundo os autores, estes

marcadores aumentam em proteinas oxidadas por radical hidroxila, de modo que os

2 Jow-frequency fatigue
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resultados obtidos proporcionam evidéncia direta de que as mitocondrias do musculo
cardiaco produzem um intermediario semelhante ao radical hidroxila

(LEEUWENBURGH et al. 1999).

Exercicios de intensidades nao habituais e extenuantes podem causar dano ao
musculo esquelético, especialmente se envolverem contracdes excéntricas.??, o que
pode ser constatado, segundo Clarkson e Sayers (1999), diretamente em nivel celular
(diminuicdo da quantidade e da atividade de proteinas transportadoras de glicose e
lactato/H™), ou indiretamente a partir de varios indices da fungdo muscular (menor
capacidade de alongamento e de gerar tensao). O estresse fisioldgico associado com
dano muscular resulta em resisténcia sistémica a agao da insulina. Os mecanismos
moleculares associados a esta resisténcia, segundo Del Aguila, et al.(2000),
envolvem a menor ativagdo do IRS-1?, da fosfatidilinositol 3-quinase e da proteina
quinase B, o que leva, presumivelmente, a uma menor captagao de glicose mediada
pela insulina. Uma vez que a produgéo de TNFa se correlaciona (r = 0,77, P < 0,05)
com a menor agao da insulina sobre a Pl 3-quinase, € possivel que este fator seja
responsavel pela diminuicdo da transdugdo do sinal da insulina (Del AGUILA et al.
2000). Esta maior resisténcia a insulina poderia levar a expressao aumentada de

GRP75 e GRP78.

A atividade fisica prolongada também pode determinar maior expressdo de

GRP75 e GRP78, na medida em que leva a progressiva deplecédo de glicose e das

2! reactive oxygen species
22 Contracdes em que o musculo se alonga apesar de estar desenvolvendo tens3o.
23 insulin receptor substrate-1
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reservas de glicogénio muscular, fendmeno que se correlaciona fortemente com

fadiga (ESSIG and NOSEK, 1997).

Em sintese, o exercicio promove a sintese de HSP por diversos mecanismos,
porém € mais provavel que exista um mecanismo comum entre os varios agentes
estressores relacionados ao exercicio. Além disso, deve ocorrer regulacao diferencial
tanto em nivel de mRNA como em nivel de proteinas (FEHRENBACH and NIESS,

1999).

2.10 Masculo esquelético, treinamento fisico e expressdo de HSP

Considerando os beneficios da expressdao de HSP pelas células ou tecidos, é
importante perguntar que efeito teria o exercicio fisico sistematico sobre a expressao

de HSP?

Embora existam informagdes limitadas sobre o assunto, o exercicio fisico regular
(treinamento) parece aumentar o conteudo de HSP70 no musculo esquelético de
ratos. A extensdo dos efeitos obtidos parece depender dos grupos musculares

envolvidos e do tipo de exercicio empregado (LOCKE and NOBLE, 1995).

O conteudo muscular de HSP70, em ratos, esta relacionado com a proporg¢ao de
fibras que contém meromiosina pesada (MHC?**) do tipo |, uma vez que a HSP70 é
expressa constitutivamente neste tipo de fibra muscular. Assim, musculos como o
soleo, composto primariamente por fibras do tipo |, apresentam um elevado conteudo

de HSP70, parecendo estar em um estado de choque térmico continuo. Em

4 myosin heavy chain
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contraste, musculos como o gastrocnémio, composto primariamente por fibras do tipo
Ilb, apresentam um baixo conteudo de HSP70 (LOCKE and NOBLE, 1995). O
extensor longo dos dedos também apresenta uma expressao constitutiva de HSP70
menor que o soleo, enquanto a expressao de HSP73 é semelhante (HERNANDO e
MANSO, 1997). O aumento proporcional de MHC do tipo | e de HSP que acompanha
a hipertrofia muscular compensatéria do musculo plantar esta de acordo com a idéia
de que este tipo de MHC esta associado a expressao de proteinas de choque térmico

(LOCKE and NOBLE, 1995).

O treinamento de endurance, em ratos, aumenta a expressao basal de HSP70,
HSP73 e HSP60 nos ventriculos e no musculo s6leo, mas n&o nos atrios e na porgao
lateral do gastrocnémio (SAMELMAN, 2000). No entanto, Gonzalez et al. (2000)
afirma que a “up-regulation” de HSP70 em resposta ao exercicio regular depende da
manutencao deste e que uma alga de retroalimentacdo deve restabelecer o limiar,
caracteristico das fibras ndo submetidas a estresse, quando o treinamento é

interrompido.

2.11 Bombas GS-X

Plantas e animais eliminam uma vasta gama de toxinas lipofilicas do citosol
apos sua conjugagao com glutationa (ISHIKAWA et al, 1992; MARTINOIA et al,
1993; LI et al, 1995). Esse processo de transporte € mediado pelas bombas GS-X,
uma grande familia de ATPases transportadoras de anions dependentes de

magnésio. O termo “bomba GS-X" foi originalmente proposto, baseado na sua
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atividade transportadora de conjugados de xenobidticos com alta afinidade por S-
conjugados de glutationa, dissulfeto de glutationa e cisteinil leucotrienos. As
propriedades cinéticas e a especificidade por substratos da bomba GS-X tem sido
intensamente estudados usando vesiculas de membrana plasmatica de diferentes
fontes bioldgicas. Evidencias acumulativas, sugerem que a bomba GS-X apresenta
uma larga especificidade de substratos organicos e que por meio disso, medeia
importantes fungdes fisioldgicas na inflamacéo, estresse oxidativo, metabolismo de
xenobidticos e resisténcia a drogas anti-tumor.

Nos ultimos anos, ocorreu um notavel progresso na compreensao da natureza
molecular das bombas GS-X. A superexpressdo do gene das proteinas multidroga
resistentes — MRP1 (COLE et al, 1992; ZAMAN et al, 1994) em células de céancer
humano foram primeiramente reportadas em aumentar o transporte de GS-
conjugados ATP dependente, demonstrando que o gene da MRP1 codifica a bomba
GS-X humana (MULLER et al, 1994; LEIER et al, 1994). Uma bomba GS-X
especifica do figado, chamada de cMOAT, ja foi clonada de figado de ratos e exibe
uma extensa homologia com a MRP1 humana (PAULUSMA et al, 1996; BUCHLER
et al, 1996; ITO et al, 1996). Pelo fato desta bomba ter importante papel na
eliminagdo de anions organicos nos hepatdcitos, mutagcdes no gene da cMOAT

implica em hiperbilirrubinemia associada.
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2.12 Metabolismo da glutationa e a bomba GS-X

Uma das maiores fungbes da bomba GS-X é a excregdo e/ou sequestro de
compostos téxicos, atuando como um sistema de protecdo. O metabolismo e a
detoxificacdo de xenobidticos € realizado em trés estagios: Na fase 1, os
xenobioticos e substancias enddgenas sdo oxidados, reduzidos ou hidrolisados para
expor ou introduzir um grupo funcional de reatividade apropriada. A citocromo P450
outras oxidases de fungdo mista sdo exemplos de enzimas da fase 1 que conferem a
eletrofilicidade requerida sobre componentes nao reativos para subsequente
metabolismo pelas enzimas da fase 2. Na fase 2, os derivados ativados sao
conjugados com GSH, acido glucurénico ou sulfato, pela agdo das GSH transferases,
UDP-glucuronil transferases e sulfotransferases. Na fase 3, os conjugados sao
transportados do citosol para o0 meio extracelular ou para compartimentos
intracelulares. O principio destas reagdes € que a conjugacdo confere a carga
negativa e aumenta a hidrossolubilidade necessaria para promover a extrusao pela
bomba GS-X ou outros transportadores ainda nao identificados.

A fungdo da bomba GS-X é diretamente ligada com o metabolismo celular da
GSH. A glutatiolagdo do composto a ser exportado, promove a carga negativa que
permite o seu reconhecimento pela bomba GS-X. GSH apresenta duas importantes
caracteristicas na sua estrutura, conhecidas como ligagao y-glutamato e grupo SH,
ambos intimamente ligados a sua estabilidade intracelular e suas fung¢des bioldgicas.
O conteudo intracelular de GSH em células de mamiferos € na ordem de 1-10mM

(MEISTER et al, 1989), que é mais elevada que a concentragdo de ATP. Em muitas
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células, o conteudo de GSH representa mais de 90% do total de enxofre nao
protéico. Esta alta concentragao intracelular de GSH é possivel, pela agcdo da
estrutura da ligagdo y-glutamato, que protege a molécula de GSH da clivagem
protéica. O grupo SH da GSH é fortemente nucleofilico e confere a molécula a
habilidade de reagir com uma grande variedade de agentes, incluindo radicais livres,
espécies reativas de oxigénio, metais pesados e componentes toxicos eletrofilicos,
atuando na detoxificagao de células vivas, bem como, possivelmente, reagindo com
diversas proteinas e enzimas e com isso alterando sua fungdo normal.

A biossintese de glutationa é realizada no citosol. A reacdo consiste de dois
passos catalisados pela y-glutamillcisteina sintetase e pela GSH sintetase, onde cada
etapa requer uma molécula de ATP. A y-glutamilcisteina sintetase (y-GCS) catalisa o
primeiro passo onde uma ligagdo amida é formada entre o grupo amino da cisteina e
o y-carboxil do glutamato. No segundo passo, a GSH sitetase catalisa a reagao entre
a glicina e o grupo carboxil da cisteina da y-glutamilcisteina. A reagéo catalisada pela
v-GCS é a etapa limite para a sintese de GSH e € controlada por feedback negativo a
partir de seu produto, GSH via inibicdo competitiva ndo alostérica (MEISTER et al,
1983).

A via de inativagcdo de drogas mediada pela GSH €& biologicamente um
mecanismo “caro”. A sintese de GSH e o transporte de S-conjugados do citosol,
requer pelo menos trés moléculas de ATP em ordem de metabolizar 1 mol de
moléculas de droga. Isso parece desfavoravel quando se compara com a produgéo
de apenas duas moléculas de ATP produzidas na glicélise a partir de uma molécula

de glicose. No entanto, como este mecanismo € encontrado nos reinos animal e
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vegetal sendo ubiquo e muito bem conservado, sugere que esta via € fundamental
para a sobrevivéncia das células.

De fato, a GSH aparece como fundamental via de protecdo de células vivas
sobre condi¢des de estresse oxidativo (SIES et al, 1985). O conteudo intracelular de
GSSG é mantido a niveis baixos (menos de 3% do conteudo total de GSH) pela agcéo
da GSSG redutase e é aumentado pela reacdo da GSH peroxidase, levando a um
aumento do conteudo intracelular de GSSG e seu efluxo da célula. O efluxo de
GSSG ja foi observado em diversos tipos celulares, incluindo eritrocitos, figado,
pulmao e coracdo. E importante notar que os estudos da bomba GS-X comecgaram
com a descoberta do efluxo de GSSG de eritrécitos humanos.

Em 1969, um trabalho feito por Srivastava e Beutler, demonstrou que o
transporte de GSSG em eritrocitos humanos era unidirecional e dependente de
energia. O transporte de GSSG ocorria mesmo contra um gradiente de concentragao
e que levava quase a exaustdo de ATP quando eram incubados com drogas
citotoxicas.

Em 1984, foi demonstrada pela primeira vez, a liberagdo de GSSG e de
conjugados de GSH a partir de coragdes isolados e perfundidos (ISHIKAWA et al,
1984). O coragao é 6rgédo continuamente exposto a altas concentragdes de sangue
oxigenado vindo dos pulmdes. As cardiomiopatias resultam de danos oriundos de
estresse oxidativo imposto por hiperoxia ou administragdo de certas drogas, bem
como situagdes de isquemia-reperfusdao. O efluxo de GSSG foi sugerido como
importante mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo (ISHIKAWA et al,
1986). A relacao entre efluxo de GSSG versus a razao citosolica de ATP/ADP = 10,

sugerindo um processo de transporte ATP dependente. O efluxo de GSSG do
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coragao nao ¢é afetado por epinefrina, norepinefrina ou dibutirii AMP ciclico,
sugerindo que o transporte € independente de regelagdes hormonais a e B-
adrenérgicas (ISHIKAWA et al, 1986). A bomba GS-X cardiaca mostrou ter alta
afinidade por conjugados de glutationa com longa cadeia alifatica de carbonos.

No figado, GSSG e GS-conjugados sdo predominantemente excretados
na bile. Akerboom et al (1982) demonstraram que o transporte hepatobiliar de GSSG
era inibido por GS-conjugados, sugerindo a existéncia de um transportador comum
para GSSG e GS-conjugados. Contudo, o potencial de membrana ter sido
especulado como forga de direcdo para o transporte de GSSG e GS-conjugados
(INOUE et al, 1984). Kobaiashi e colaboradores evidenciaram, ao utilizar vesiculas
de membranas de canaliculos biliares, que o transporte de S-(2,4-dinitrofenil-
glucuronideo)-glutationa (GS-DNP) era ATP dependente. A inibigdo do transporte de
glucuronideos conjugados pela GS-DNP sugeriu que a eliminagdo hepatobiliar
destes compostos era mediada pela bomba GS-X hepatica (KOBAIASHI et al, 1991).

A descoberta de dois tipos de ictericia em ratos, mutantes para bomba GS-X,
Wistar e Sprague-Dawley levou ao aumento dos estudos sobre a bomba GS-X dos
hepatdcitos. O efeito predominante era a hiperbilirrubinemia conjugada e a secregao
falha de GSH, GSSG, GS-conjugados (OUDE et al, 1989; 1990; TAKIKAWA et al,
1990), complexos GSH-metais (HOUVEN et al, 1990), conjugados de bilirrubina-
glucuronideos (JANSEN et al, 1987) e cisteinil-leucotrienos (HUBER et al, 1987;
ISHIKAWA et al, 1990), assim como anions orgéanicos (JANSEN et al, 1987,
SATHIRAKUL et al, 1993). Estes achados estimulam a idéia de que a bomba GS-X

hepatobiliar apresenta especificidade para diferentes anions organicos. A bomba GS-
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X hepatica também €& conhecida como “Transportador canalicular de diferentes

anions organicos (cMOAT)”.

2.13 Proteinas Multidrogas Resistentes

A familia das MRP’s foi introduzida na tematica sobre resisténcia multipla a
drogas em 1992 quando Susan Cole e Roger Deeley clonaram a proteina associada
ao gene multidroga resistente, conhecido atualmente como MRP1 (COLE et al,
1992); logo em seguida, foi clonada a MRP2 em 1996 (FLENS et al, 1996;
BUCHLER et al, 1996; TANIGUCHI et al, 1996). Posteriormente, ficou conhecido e
existéncia de cinco membros desta familia de proteinas (KOOL et al, 1997). A MRP6
foi adicionada a este grupo em 1998 (KOOL et al, 1998 e 1999) e ja foi observada a
presenca de um sétimo membro desta familia.

Por serem proteinas transportadoras ligadoras de ATP, sdo chamadas
também, de “ATP-binding cassette transporters” ou ABC transporters. Atualmente,
pelo menos 21 novos transportadores ABC diferentes ja foram identificados com
base em suas sequiéncias conservadas de aminoacidos (ALLIKMETS et al, 1996).
Algumas destas MRP’s sdo conhecidas por outros nomes, como demonstrado na
figura abaixo (fig.1). MRP2, como ja anteriormente dito, € conhecida como cMOAT

(JANSEN et al, 1985).

MRP Outros nomes Interacdes Fisiologicas
clatura nomenclatura adotados
MRP1 GS-X Bomba, A mais expressa bomba carreadora MRP/GS-X.

LTC4 ATPase, and Carreador fisiolégico de LTC4 and GSSG das células
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para o espago extracelular; co-transportadora de
componentes anfifilicos conjugados com GSH das
células.

Transporte de anions inorganicos, como bilirrubina e
compostos sulfatados e glucuronideos, sulfatos e
glutationa conjugados na bile; co-transporte de
componentes anfifilicos conjugados com GSH sua
deficiéncia hereditaria resulta em hiperbilirrubinemia
conjugada ll/sindrome de Dubin-Johnson.

Transportador hepatico de anions organicos.

Transportador de nucleotideos ciclicos, componentes
anti-retrovirais, e acidos sulfatados da bile. E o
transportador de antiinflamatérios ndo esterdides
sensivel a prostaglandinas.

Confere resisténcia a drogas anti-retrovirais e
anticancer.

Confere resisténcia a drogas anticancer. Sua deficiéncia
hereditaria resulta em pseudoxanthoma elasticum, uma
desordem multisistémica que afeta a pele, olhos e os
vasos sanguineos.

Medeia o transporte de GSH. E o regulador da
condutancia transmembranica na fibrose cistica..

Um receptor de sulfoniruléia ndo apresenta fungéo
intrinseca de transporte, nem ativo nem passivo, mas
esta associada com a proteina do canal de potassio
Kir6.1 ou Kir6.2 que forma o canal de potéssio sensivel
ao ATP (Kate). Implicado na persisténcia da
hipoglicemia hiperinsulinémica na infancia.

QOutro receptor de sulfoniruléia que n&o apresenta
fungao intrinseca de transporte . Mutagdes neste,
provoca ativagao Na-ATP-dependente de canais de
potassio ATP-sensiveis, com implicagdes que induzem
a abertura deste.

Carreador de anions anfipaticos, para transporte17-3-
estradiol 17-(B-glucoronideo resisténcia a drogas
anticancer).

Transporta purinas e pirimidinas ciclicas bem como
seus analogos.

Altamente expresso em cancer de mama.
N&o é uma ABC funcional.

Figura 1. Revisao dos nomes alternativos para a familia das MRP's.

A homologia entre os membros da familia das MRP's ¢é alta entre MRP1, 2, 3

e 6. Estes transportadores, dividem uma caracteristica comum de apresentarem um

segmento TMDoLo (uma extensao N-terminal com cinco dominios transmembrana

conectados com um nucleo do tipo glicoproteina P — Pgp-like) (BAKOS et al, 1996;
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TUSNADY et al, 1997). Este segmento é ausente na MRP 4 e 5, e esta estrutura

basica é essencial para a atividade transportadora na MRP1 (BAKOS et al, 1998).

2.14 A familia das bombas MRP's

Como citado anteriormente, a familia das MRP's humanas consiste de pelo
menos treze membros (ver fig.1). A estrutura das MRP’s, prevista por inumeros
métodos computacionais, mostra notaveis semelhangas de pelo menos quatro dos
seis membros da familia. Em contraste com a organizagdo dos tipicos seis
segmentos transmembrana descritos para a familia da P-glicoproteina (LOO et al,
1999; AMBUDKAR et al, 1999), a MRP exibe um dominio amino-terminal adicional
representado pela extensao de aproximadamente 200 aminoacidos. Esta topologia
distingue a MRP dos outros transportadores ABC (TUSNADY et al, 1997). Os
melhores membros caracterizados sdo a MRP1 (COLE et al, 1992) e o membro
apicalmente localizado MRP2 (BUCHLER et al, 1996; TANIGUCHI et al, 1996). A
MRP1 consiste em uma proteina de 1531 aminoacidos, e seu gene esta localizado
no cromossomo 16p13.12-13 pesando aproximadamente 200kb; contém 31 éxons e
nenhum intron (GRANT et al, 1997). A elucidagdo da sequéncia e da funcdo da
MRP1 (JEDLITSCHKY et al, 1994; LEIER et al, 1994) sugere a presencga funcional
de proteinas semelhantes em diversos tecidos. Por exemplo, a comparagao de
transportadores obtidos a partir das membranas de vesiculas dos canaliculos

hepaticos de rato, resultaram na caracterizagcdo e identificacdo da MRP2, uma
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isoforma apical da MRP1 (MAYER et al, 1995; PAULUSMA et al, 1996). Esta
proteina, além de ser encontrada na membrana dos hepatdcitos, se faz presente em
outros dominios apicais como no epitélio do tubulo proximal dos glomérulos renais
(SCHAUB et al, 1997 e 1999).

A intima relagdo entre MRP1 e 2 é também evidente na tipologia destes
transportadores. Diversos métodos foram utilizados para predizer a organizagao
transmembrana da MRP1 e 2 humana. Entre estes métodos, incluem a analise
computacional, analises mutacionais e experimentos limitados por protedlise
(BAKOS at al, 1996), assim como estudos de insergao de epitopos (KAST et al, 1998
e 1999; HIPFNER at al, 1996). A maioria dos estudos se focou na predigao
topolégica da MRP1, mas outros se focaram na eletrofilicidade e em programas de
predigcdo transmembrana, demonstrando a proxima relagao entre MRP1 e 2. Ambos
transportadores apresentam um nucleo estrutural para interagdo multidroga (MDR-
like), duas regides transmembrana com dois dominios de ligagdo para ATP e uma

terceira regiao transmembrana amino-proximal, como se observa na figura 2.
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Figura 2. Modelo topoldgico da estrutura da MRP1 e 5. Nucleo glicoproteina-
like (Pgp-like); Extensdo N-terminal extra com cinco dominios transmembrana

(TMDo); Dominio de ligagao citoplasmatica (Lo).

Uma notavel semelhancga topoldgica entre ambas as proteinas foi encontrada
na regidao amino-terminal. A terminagdo amino parece ser extracitosolica na maioria
das predigdes; isto foi descrito primeiramente em MRP2 e depois em MRP1 (CUI et
al, 1999). Estes estudos demonstraram experimentalmente a localizagdo extracelular
do dominio amino-terminal.

A MRP3, 4 e 5 sao codificadas por diferentes genes localizados em diferentes
cromossomos. A MRP3 no cromossomo 17921.3, a MRP4 no cromossomo 13q31-32

e a MRP5 no cromossomo 3q27 (KOOL et al, 1995). Além disso, a MRP3 é mais
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bem caracterizada em respeito a sua localizagdo e em parte a respeito de sua fungao
transportadora (HIROHASHI et al, 1999; KONIG et al, 1999; KOOL et al, 1999). A
distribuicdo tecidual da MRP3 ¢é semelhante a MRP2, ambas expressas
abundantemente no figado, célon e rim (KONIG et al 1999). MRP3 é localizada
basolateralmente na membrana de hepatdcitos como ja estudado por microscopia de
fluorescéncia (KOOL et al, 1999).

Pouco se sabe a respeito da localizacao precisa de MRP4, 5 e 6. Sabe-se que
a MRP4 tem funcdo de bomba de efluxo drogas contra o virus da imunodeficiéncia
(SCHUCTZ et al, 1999) e que ela apresenta preferéncia por conjugados fosfatados,
nao se sabe a respeito de sua fungdo no transporte de GSH, glucuronideo ou
conjugados com sulfatos. Com relagdo a MRPS5, esta se apresenta como um
transportador de anions organicos conjugados com GSH. A funcdo da MRP6
permanece desconhecida, mas recentemente foi associada a resisténcia ligada a
antraciclina; € altamente expressa nos rins e figado, sendo pouco encontrada em
outros tecidos (KOOL et al, 1999). A tabela 1 resume a localizagao das MRP’s nos

diversos tecidos.

Atividade GS-X Transporte de|Localizacdo no
Drogas corpo
MRP1 SIM SIM Gera], mas pouco
no Figado
MRP2 SIM SIM Figado, Rim e
Intestino
MRP3 SIM SIM Figado, Adrenais,
Pancreas, Rim e
Intestino
MRP4 Nao Sabe N&o Sabe Préstata, Pulmao,
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Musculo,
Pancreas, Testiculo

e ovario
MRP5 SIM N&o Sabe Geral
MRP6 Nao Sabe Nao Sabe Figado e Rim

Tabela 1. Isoformas de MRP. Atividade GS-X, transportadora de drogas e

localizagao no corpo.

2.15 Substratos e Propriedades cinéticas

Conforme discutido anteriormente, a MRP1 funciona como uma bomba ATP
dependente unidirecional para S-conjugados de glutationa-leucotrieno C4 (LEIER et
al, 1994), a especificidade pelo substrato desta proteina transportadora, foi estudada
intensamente usando vesiculas de membrana de células que expressavam a
proteina recombinante em altos niveis (LEIRE et al, 1998; JEDLITSCHKY et al, 1997;
RENES et al, 1999). A faixa de substratos inclui anions anfifilicos, principalmente
compostos lipofilicos conjugados com glutationa, glucuronato ou sulfato, incluindo
cisteinil-leucotrienos, bilirrubina glucorinizada e 173-glucuronil estradiol, assim como
componentes enddégenos. Os Leucotrienos conjugados com GSH é o substrato com
maior afinidade (Km=0,1uM). O dissulfeto de glutationa também é exportado pela
MRP1, no entanto, apresenta baixa afinidade (Km=100uM) (LEIER et al, 1996),
indicando que a seu transporte no processo de estresse oxidativo a associado com a
elevagao de sua concentragao. O transporte de glutationa reduzida n&o foi detectado

nestes estudos com vesiculas (LEIER et al, 1996). No entanto, a glutationa reduzida
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pode servir como co-substrato neutro ou substancia catibnica. O transporte de
algumas drogas, como a vincristina e daunorubicina, s6 é realizado pela MRP1,
quando em presenga de GSH (LOE et al, 1998). Ambas as drogas, também sé&o
substratos para a MDR1 P-glicoproteina que, em contraste com a MRP1, transporta
estes componentes independentemente da presenga de GSH (AMBUDKAR et al,
1999). Para algumas drogas citostaticas, sua conjugagdo com GSH ou glucuronatos
€ necessaria para que sejam identificadas pela proteina, sendo, por tanto, substratos
para MRP1.

A especificidade da MRP2 é, apesar de sua semelhanca com a MRP1, menor
para leucotrienos C4 (cerca de 4 vezes maior) e por 17f3-estradiol cerca de 5 vezes
maior (CUl et al, 1999), enquanto bilirrubina glucuronada é preferencialmente
transportada por MRP2.

A MRP3, exibe, conforme citado anteriormente, similaridade na distribuicao
tecidual, mas é localizada na membrana basolateral (KONIG et al, 1999; KOOL et al,
1999), e também apresenta funcao de transportar conjugados, tendo alta afinidade
por glucuronisideos e baixa afinidade por leucotrienos C4 (JEDLITSCHKY et al,

1996).

2.16 Liberacao de Glutationa pelas Isoformas de MRP

O transporte de GSH de diversas células envolve os membros da familia da
MRP (LOE et al, 1996 e 1998; ZAMAN et al, 1995; RAPPA et al, 1997; PAULUSMA
et al, 1999; REBBEOR et al, 1998). Isso € demonstrado pelo co-transporte, GSH

dependente, a partir da MRP1, de toxinas como a vincristina. Além disso, a MRP2 é
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capaz de exportar GSH do interior de células transfectadas para o espaco
extracelular (bile) de ratos (PAULUSMA et al, 1999). Outros estudos demonstraram
que a MRP2 possui baixa afinidade pelo transporte de GSH, no entanto, como a
concentragdo de GSH no figado é muito alta (5-10mM), a MRP2 pode servir como
importante mecanismo de manutencao do fluxo de substancias dependes de GSH
para a bile, bem como para o turnover hepatico de GSH (PAULUSMA et al, 1999).
Interessantemente, o transporte de GSH catalisado pela MRP3 néo foi identificado

(KOOL et al, 1999).

2.17 Funcao da MRP na Defesa contra o Estresse Oxidativo

Uma grande variedade de células e tecidos sdo capazes de liberar GSSG sob
condicbes de adicdo de hidriperoxidos ou outros agentes causadores de estresse
oxidativo indicando que as vias que envolvem a GSSG redutase podem ser
insuficientes para prevenir os danos oxidativos (SIES et al, 1975 e 1988;
AKERBOON et al, 1988, HOMOLYA et al, 2003). A identificagdo de proteinas
liberadoras de GSSG das células, como a MRP1 e 2 (LEIR et al, 1996), sugerem que
os membros da familia das MRP's sejam uma rota essencial para o controle
intracelular dos niveis de GSSG e que as MRP's medeiem o transporte de GSSG
como um mecanismo adaptativo para compensar o estresse oxidativo quando a
GSSG redutase torna-se a etapa limitante (ver figura 3). A liberagédo do conteudo de
GSSG é considerada um importante mecanismo de manutencao do potencial redox
induzido pelos grupos tiols reduzidos. E consistente com esta visdo que o estresse
oxidativo aumente a expressdao de MRP1 em cultura de células (YAMANE et al,

1998). Em astrécitos de ratos submetidos a estresse oxidativo, ja foi verificado que a
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bomba MRP1 medeia a liberacdo de GSSG em uma tentativa de defender-se contra
os efeitos do estresse oxidativo, mantendo o estado redox inalterado (HIRRLINGER

et al, 2001).

GSSG

ATP ADP + P,

2HO/ROH+HO GSSG NADPH + H™  6-P-Gluconate

GSH GSSG Glc-6-P
Peroxidase Reductase Dehydrogenase

H,0, / ROH 2 GSH NADP"

t 1t i

Figura 3. MRP1 e 2 mediando o transporte de GSSG quando este, causado pela
saturacdo das vias da GSSG redutase, comega a acumular-se intracelularmente.
Provavel mecanismo de defesa contra os danos do estresse oxidativo. (SIES et al,

1988 e HOMOLYA et al, 2003).

2.18 Regulacéo dos genes de MRP por sinais de estresse

Atualmente sabe-se muito pouco a respeito das vias de sinalizagdao que
controlam a funcao e expressado das MRP's, tanto que as sequiéncias do promotor de

seu gene ainda nao foram identificadas. No entanto, as vias de regulagéo do gene da
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MRP parece ocorrer através de estimulos de fatores externos. Sabe-se, por exemplo,
que a irradiagdo gama em linhagens de células T humana causa aumento de até seis

vezes os niveis do RNAm de mrp1 (OOSTHUIZEN et al, 2000; HARVIE et al, 1997).

Estudos recentes apontaram diversas ligagdes entre a atividade da p53 e a
expressao de mrp1. A p53, aparentemente reduz a transcrigdo de mrp1 (VOLM et al,
1993) e em células mutantes com a p53 inativadas, os niveis de RNAm de mrp1
apresentam-se elevadas. A regulacao negativa a partir da p53 parece ocorrer atravées

de seus efeitos na transcricdo de um ativador Sp-1 (WANG et al, 2000).

Contrariamente, um estudo recente indicou que a expressao de mrp1 em
células cancerigenas de esb6fago ndo é controlada por choque térmico (STEIN et al,
1997). No entanto, esta evidencia € limitada e novos estudos em diferentes linhas de

células devem ser realizados.

Fatores inflamatdrios demonstraram reduzir a atividade e a expressdo de mrp2
ao nivel do RNAm . Esta regulagdo a menor (“dowregulation”) parece ocorrer durante
a liberagdo de citocinas infllamatérias, como ja demonstrado em camundongos
tratados com IL-6, IL-88 e TNF-a. Além disso, agentes antiinflamatérios como a
dexametasona previnem grandes mudancgas na expressdo de MRP2 induzidas pela
inflamacao (KUBITZ et al, 1999). Recentemente foi demonstrado que alteragdes no
estado redox celular podem induzir o aumento da expressdao de MRP1 e 2

(KAUFFMANN et al, 2002).

A resisténcia a drogas anticancer em pacientes com cancer de prostata, é
associada a mutagdées no gene da PTEN, uma fosfatase que participa na inativagéo

da via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). Aparentemente, o aumento da atividade da
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PI3K leva a aumento da resisténcia a drogas anticancer. Interessantemente, a
expressao de MRP1 mas ndo de MDR1 é observada. Juntos, estes dados sugerem
uma via de comunicagao cruzada entre a PI3K e o controle génico das MRP's (LEE

et al, 2002).

Como mostrado acima, os mecanismos de regulagdo da expresséao da MRP
ainda sao carentes de estudos e, até o momento sua relagido com as perturbag¢des do

estado redox em exercicio nunca foi abordada.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus) adultos (3-4
meses) machos. A opgdo por animais machos se deve ao fato de que o estrogénio,
segundo Paroo et al. (1999), determina uma menor expressao de HSP70 em resposta
ao exercicio. Os animais, obtidos junto ao Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude — UFRGS, foram mantidos sob um ciclo de claro/escuro de 12/12 h e
temperatura ambiente de 23 °C. Receberam, ad libitum, dieta comercial-padrao para
ratos de laboratério contendo aproximadamente 52% de carboidratos, 21% de

proteinas e 4% de lipides, e livre acesso a agua de torneira.

3.2 Exercicio

O protocolo de exercicio compreendeu natagao (60 minutos) em tanque contendo
agua a uma temperatura entre 29-30°C, a fim de evitar que a imersdo em agua fria
amenize a elevagao da temperatura que acompanha o exercicio (FEHRENBACH and
NIESS, 1999). Para evitar que o animal flutuasse foi fixado, a cauda, um peso
correspondendo a 5% do peso corporal deste. A escolha desta carga € baseada no
estudo de GOBATTO (2001) onde foi demonstrado que ratos Wistar sedentarios
submetidos a uma sessdo de natagdo aguda, conseguem manter constantes os

niveis de lactato sanglineo sem causar o acumulo deste (5,5mmol/l).
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3.3 Treinamento

O treinamento foi composto de sessdes diarias de natagdo (60 minutos),
durante sete dias sem intervalos. Apds a ultima sessao de treinamento, os animais

foram sacrificados e os tecidos extraidos para analise.

3.4 Grupos experimentais:

Os animais, divididos em pares, foram aleatoriamente distribuidos em quatro
grupos: Grupo exercicio Agudo (nada 60min, sem treinamento); Grupo Controle
agudo (mantido na agua, sem nadar, pelo mesmo tempo do par que nada até o
término da sessdo). Grupo exercicio treinado (uma semana) e controle treinado
(mantido na agua, sem nadar enquanto o grupo de treinamento nada). Apds a ultima
sessdo de exercicio os animais foram sacrificados e os musculos gastrocnémio e

coragao serao cirurgicamente removidos e processados para analises.

3.5 Preparacdes e determinacdes bioquimicas realizadas:
e Obtencao e Preparagdo dos musculos (gastrocnémio e coragao)
e Determinacédo do Conteudo Intracelular de GSH e GSSG
e SDS-PAGE e Western blotting para HSP70 e MRP1
e Calculo das Concentracdes de Proteinas nas Amostras Analisadas
¢ Medida da atividade da ATPase de GSH (Bomba GS-X) em membranas de

musculo cardiaco e gastrocnémio.
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3.6 Determinacédo do conteudo intracelular de GSH e GSSG

Para a determinacdo dos conteudos intracelulares de glutationa (GSH) e
dissulfeto de glutationa (glutationa oxidada, GSSG), os tecidos (cerca de 10 mg)
foram lavados duas vezes em PBS (4°C) e imediatamente rompidos e
homogeneizados em 200 ul de acido metafosforico 5% (m/v) para analise cinético-
espectrofotométrica pelo método de reciclagem com o &acido 5,5'-ditiobis-[2-
nitrobenzoico] (DTNB) e GSSG redutase (GSRd) de ANDERSON (1985). A rapida
homogeneizagcdo das células e tecidos em meio acido € um passo de extrema
importancia para a inativagdo das tiol-transferases e y-glutamiltranspeptidases
reponsaveis pela transformagdo da GSH em outros derivados peptidicos, levando a
subestimativas das concentragdes reais do tripeptideo. Além disso, a acidificagcao
previne a auto-oxidacdo da GSH que ocorre rapidamente em pH superior a 7,0
(ANDERSON, 1985; AKERBOOM & SIES, 1981). Por outro lado, apesar de a auto-
oxidagdo da GSH em GSSG em meio acido ocorrer numa taxa minima (0,1 a 0,2%
por hora), pelo fato de as concentragdes intracelulares de GSSG serem naturalmente
muito baixas (menos de 1% da concentracdo de GSH), o processamento das
amostras para dosagem de GSSG deve ser efetuado o mais rapidamente possivel, a
fim de evitar-se resultados falsamente superiores aos valores reais (AKERBOOM &
SIES, 1981). Em preparagodes celulares frescas (macréfagos, linfocitos e hepatécitos),
as células normalmente sdo submetidas a incubagado com tampao de hemdalise para a
retirada de eritrécitos contaminantes, uma vez que eritrocitos, por apresentarem

significativa atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo da GSH, podem
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interferir nos resultados, mesmo quando em baixa densidade celular. Por isso, serdo

eliminados os eritrécitos das preparagdes musculares a serem ensaiadas.

A primeira parte do ensaio consiste na determinacédo do conteudo de glutationa "total"
(GSH + 2 GSSG), medido em equivalentes de GSH pelo método da reciclagem com
DTNB que leva a oxidagao estequiométrica da GSH em GSSG com formagao do
acido 5-tio-2-nitrobenzoéico (TNB) e posterior restituicdo da GSH pela redugéo
altamente especifica com GSSG redutase (GSRd, EC 1.6.4.2) na presenga de

NADPH. A taxa de formacao de TNB, proporcional a soma inicial de GSH e GSSG, é,

entdo, monitorada a 412 nm (eTNB= 13,6 mM-1 .cm-1). Alternativamente, pode ser

monitorada a taxa de consumo de NADPH a 340 nm (sNADPH= 6,22 mM-1 .cm-1) ou

fluorimetricamente (excitagdo a 366 nm/emissao de 400-3000 nm). O método
empregado € bastante sensivel, especifico e reprodutivel. Contudo, como a
velocidade da reacdo depende ndo somente da concentracdo inicial de GSH +
GSSG, mas, também, da atividade da GSRd, fatores que interfiram na atividade
enzimatica, levardo invariavelmente a falsos resultados. Por isso, além de ser
utilizada sempre uma curva de calibragao (0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 nmol) com padrao
de GSH precisamente preparado a cada ensaio, sdo efetuadas leituras de amostras
com adicdo de padrdo, sendo, normalmente, os resultados obtidos idénticos aos
observados para as amostras separadamente. A incubacéo é iniciada pela adicao de
700 pl de NADPH (concentragao final 0,17 mM) e 100 ul de DTNB (final 1,26 mM),
ambos em tampao fosfato de sddio 143 mM (pH 7,5), a cerca de 25 ul de amostra
(em MPA 5%) num volume final 990 pl em cubeta de 1 cm de caminho 6ptico a 37°C,

sendo registrada a absorbancia a 412 nm em jaqueta termostatizada com aquisi¢ao
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direta e processamento cinético automatico (em espectrofotbmetro Amersham-
Pharmacia Ultrospec 2000, UK) até a estabilizagdo das leituras (12 min). Em seguida,
sao adicionados 10 ul de GSRd (atividade final na cubeta de 0,5 U/ml) sob agitagao e
as amostras sao analisadas espectrofotometricamente a 412 nm por cerca de 20 min

adicionais.

Antes da determinagdo do conteudo de GSSG, aliquotas de 100 ul das mesmas
amostras ensaiadas para GSH "total" sado retiradas para conjugacdao da GSH
presente com N-etilmaleimida (NEM, Fluka) segundo metodologia descrita em
AKERBOOM & SIES (1981). Sao adicionados, entdo, 35ul de NEM 200 mM
(concentragcado final 50 mM) diretamente as amostras dissolvidas em MPA 5%.
Depois, a mistura é neutralizada, cuidadosamente sob agitagdo, até pH 5,5 pela
adicdo de 20ul de KOH 2M em tampdo de acido piperazina-N,N'-bis-
(etanossulfénico) (PIPES, Boehringer, pKa= 6,8 a 25°C, faixa de trabalho de 6,1 a
7,5) 0,3 M. A inclusédo de PIPES, ou outros agentes tamponantes como MOPS (acido
morfolinopropanossulfénico), previne alcalinizagao local, durante a neutralizagdo, o
que levaria a auto-oxidacdo da GSH, favorecida em pHs maiores que 7,0. O excesso
de NEM, que, em concentragbes tdo baixas quanto 10 uM inibe o processo de
dosagem da GSSG por reciclagem em até 30% ¢é efetuado por extragdo com 500 pl
de acetato de etila 3 vezes, sendo 0 excesso de solvente evaporado em concentrador
SpeedVac e por passagem em corrente de nitrogénio. Posteriormente, cerca de 25 pl
de amostra sdo ensaiados pelo método da reciclagem, como descrito para a GSH,
exceto que as amostras s&o inicialmente incubadas com a GSRd por 5 min a 37°C,

tendo sido monitorada a absorbancia a 340 nm (consumo de NADPH) até a
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estabilizacdo. Depois, é adicionado o DTNB e as leituras a 412 nm (producdo de
TNB) sado acompanhadas espectrofotometricamente conforme descrito acima. A
diferenga entre os valores obtidos para glutationa "total" e 2 x GSSG fornece os

valores dos conteudos de GSH procurados (GSH = GSHtotal - 2 x GSSG).

3.7 Expressao de proteinas de choque térmico (HSP) e analises por SDS-PAGE.

Para a avaliacdo da indugao da sintese de HSP nos modelos experimentais
apresentados, quantidades iguais de proteinas foram carregadas em gel de
poliacrilamida (a 10%) para eletroforese. Depois das corridas, foi analisada a indugao
de expressao de HSP por densitometria (VDS, Amersham) ou as amostras foram
submetidas a transferéncia e Western blotting com identificagdo das HSP70 (72 e 74
kDa, componentes da principal subfamilia de HSP), através do uso de anticorpos

monoclonais de camundongo contra HSP70 humana.

Para cada amostra preparada, quantidades iguais de (cerca de 20 a 100 png,
dependendo do tamanho do gel preparado) sao separadas durante 18h (16h a
9mA/gel; 2h a 18mA/gel) a temperatura ambiente (25°C) por eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). Utiliza-se o sistema vertical Slab Gel BIO-RAD
(BioRad Laboratories, Richmond, CA, USA) e tampao de eletrodo constituido de Tris
a 25 mM, glicina a 192 mM e SDS a 1% (v/v), pH 8,3, usando-se 1 cm de gel de
entrada (empilhamento) a 4% (m/v) e gel de separagcédo a 10% (m/v) em termos de
acrilamida, para corridas em géis de 20 cm em tampao de amostra redutor constituido
de Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, glicerol a 10% (v/v), SDS a 2% (v/v) e B-mercaptoetanol

a 5%, conforme descrito em SANTORO et al (1989). Como marcador de peso
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molecular, utiliza-se a mistura de padrdes de proteinas frias (BIO-RAD), contendo
miosina (200 kDa), fosforilase b (92,5 kDa), BSA (69 kDa), ovalbumina (46 kDa),
anidrase carbdnica (30 kDa) e lisozima (14 kDa). Depois das corridas, os géis sao

destacados das placas de suporte, sendo os géis de entrada removidos.

Os géis contendo amostras ndo destinadas a immunoblot sdo corados sob
agitacdo continua com solugdo de Azul Comassie Brilhante (BIO-RAD) durante
20 min e submetidos a descoloragdo com agitagdo por cerca de 2 h em solugéo de
acido acético glacial a 5% até que sejam evidenciados os padrdes de peso molecular
(ainda fortemente corados contra o fundo ja parcialmente descorado dos géis). Os
géis sao, entéo, transferidos para filtro de papel Whatman 3MM, envoltos em pelicula
de PVC e secos a 80°C por 2 h em um BIO-RAD Gel Dryer a vacuo programavel.

As amostras contidas em géis destinados a processamento por Western
blotting, como descrito em ELIA & SANTORO (1994), sao transferidas diretamente
para membranas de nitrocelulose (Millipore) em sistema refrigerado BIO-RAD Blot
Cell a 70V até um total de 150 V x h. Apds a transferéncia, as bandas, contendo
proteinas, sdo evidenciadas pela coloragdo com Vermelho Ponceaus, sal de sodio
(Sigma) a 0,3% (m/v) em solugdo de TCA a 3%. Apds a verificagdo, as membranas
sdo descoradas em tampao TEN (Tris 50 mM pH 7,4, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM).
Antes do "immunoblotting”, os filtros de nitrocelulose séo hibridizados com BSA a 1%
(m/v) em agua a fim de recobrirem-se as por¢des da membrana onde n&o houve
transferéncia de proteinas, promovendo-se, entdo, bloqueio de ligagdo inespecifica
dos anticorpos ao filtro. Para o Western blotting das HSP70, as membranas sao

incubadas a temperatura ambiente durante 18 h sob agitacdo enérgica em tampao



79

TEN-Tween 20 a 0,05% (v/v) na presengca de anticorpo monoclonal 3A3 de
camundongo contra HSP70 humana (Amersham), diluido a 1:1000, que reage
especificamente com o polipeptideo de 74 kDa, HSP74 (ou HSC70, proteina
constitutiva) e com o de 72 kDa, HSP70 (ou HSP70 induzivel). Depois disso, os filtros
sao lavados trés vezes sob agitagao por 10 min com 5 ml de TEN-Tween e incubados
por 1 h com 5 ml de solu¢do contendo o segundo anticorpo, IgG RPN 1177 (de cabra,
contra imunoglobulinas de camundongo, biotinilado, Amersham) em TEN-Tween sob
agitacdo. Depois disso, repete-se a lavagem dos filtros, como descrito acima e os
filtros sdo submetidos a reagdo com o conjugado streptavidin-horseradish peroxidase
(Amersham) sob agitagao por 1 h adicional. Apds nova lavagem, as membranas sao
submetidas a reagcao com o revelador 4-Cl-Naftol (BIO-RAD) em tampao contendo
NaCl 83 mM, Tris-HCI 17 mM, pH 7,4 e HpO2 a 0,15%. Imediatamente apds o
aparecimento das manchas de interesse com boa resolugao, os filtros sdo retirados
do revelador, lavados com agua a fim de evitar-se superexposicdo e submetidos a
secagem em estufa por 30 min a 37°C. Conforme a necessidade em cada caso, as
manchas séo fotografadas e levadas ao VDS Amersham Pharmacia para a aquisicao

de dados e armazenamento para tratamento e analises estatisticas posteriores.

3.8 Expressdo de MRP1 e analises por SDS-PAGE.

Foi utilizada a mesma técnica da analise de HSP70 por SDS-PAGE, utilizando-

se apenas de diferentes anticorpos (moclonais anti-MRP1 humana)
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3.9 Calculo das concentracdes de proteinas nas amostras analisadas

Na determinacdo das concentragcdes de proteinas nas amostras, quando
demandado em cada caso, sao utilizados os métodos de BRADFORD (1976) e de
LOWRY et al (1951), conforme indicado. Em ambas as determinagdes, sao utilizadas
como padrao de referéncia, solugdes de albumina sérica bovina (BSA) fracdo V
(Sigma). A razado para a escolha de um ou outro método é a sensibilidade e
interferéncia de certos componentes das preparacdes a serem analisadas. O método
de BRADFORD, baseado na ligacdo do Azul Comassie Brilhante G-250 0,01% (m/v)
em meio de acido fosférico 8,5% (m/v)-etanol 4,7% (m/v) a proteinas das amostras,
com formagao de complexo que absorve intensamente a 595 nm (BIO-RAD Protein
Assay kit, Bio-Rad Laboratories, GmbH, DR), apresenta, na faixa de algumas
dezenas de microgramas de proteina ensaiada, sensibilidade um pouco maior que o
método de LOWRY et al. Este, por sua vez, baseia-se na ligagdo do reagente de
Folin-Ciocalteau a hidroxilas fendlicas presentes em amostras protéicas hidrolisadas
previamente em meio alcalino, com formagao de complexo cromogénico que pode ser
monitorado espectrofotometricamente a 750 nm. Por outro lado, em amostras
contendo dodecilsulfato de sédio (SDS), EDTA, EGTA, sacarose, Triton X-100 e Tris,
devido a razoavel interferéncia apresentada, optou-se pela utilizacdo do método de

LOWRY et al.
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3.10 Medida da atividade da ATPase de GSH (Bomba GS-X) em membranas de

musculo cardiaco e gastrocnémio

Este protocolo foi desenvolvido em nosso laboratorio (Kolberg et al, 2005)
para avaliarmos a capacidade de exportacdo de S-conjugados de GSH, pelas
membranas das células estudas, independentemente de outros fatores intracelulares
como concentragao de GSH e atividade GST. Neste ensaio foi acoplada a hidrélise
de ATP, estimulada por conjugados de GSH (DNPSG sintetizado, como descrito
acima, e GSSG), ao consumo de nicotinamida adenina dinuclotideo (NADH), em
presencga de fosfoenolpiruvato (PEP), piruvato quinase (PK) e lactato desidrogenase

(LDH).

Os tecidos foram homogeneizados manualmente com tampao de extragao
em uma proporcéo de 5mi/g de tecido. Foi utilizado um homogeneizador manual de
vidro (tipo Potter-Elvehjem), adicionada solugéo de fluoreto de fenil-metil-sulfonila
(PMSF, inibidor de serino-proteases do tipo quimotripsina, tripsina e trombina, bem
como de cisteino-proteases como papaina) 100 uM, e leupeptina (inibidor de serino-
proteases e tiol-proteases, como tripsina, plasmina, proteinase K, calicreina,

papaina, trombina e catepsina A e B) a 2 ug/ml, e homogeneizado.

Seguiu centrifugagdo a 1000 x g por 10 min para a separagao de restos
celulares, nucleos e células inteiras. O sobrenadante foi reservado e o precipitado
ressuspenso em presenca de PMSF 100uM e leupeptina a 2 ug/ml. Em seguida, foi
adicionado tampé&o de extracdo, e somados os sobrenadantes que, a seguir, foram
centrifugados a 15.000 x g por 20 min para a remog¢ao da fragdo mitocondrial.

Descartado o precipitado, o sobrenadante foi novamente centrifugado a 15.000 x g
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por 10 min para a exclusdo eventuais mitocdndrias remanescentes. Novamente, foi
descartado o precipitado e o sobrenadante centrifugado a 100.000 x g por 1 hora
para a obtencdo da fracdo microssomal (de membranas). Descartado o
sobrenadante (fragdo soluvel), o precipitado (microssomos) foi homogeneizado em
homogeneizador manual de vidro (tipo Potter-Elvehjem) em 5 volumes de tampao de
extracdo, e centrifugado a 15.000 xg por 20 min para uma nova lavagem das
mitocoOndrias contaminantes. Descartado o precipitado, o sobrenadante foi
centrifugado novamente a 100.000 x g por 1 hora para a purificacdo da fracao
microssomal. Depois, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado novamente
homogeneizado em homogeneizador manual de vidro (tipo Potter-Elvehjem) em
tampéo Tris-Lubrol (veja a seguir, por favor) e centrifugado a 100.000 x g por 1 hora.
Esta etapa foi realizada porque a bomba GS-X pode ser solubilizada em lubrol PX
(um detergente composto de condensados de oxido de etileno com alcoois graxos
normalmente utilizado para a remocédo e solubilizacdo de certas proteinas de
membrana , como adenilil ciclase). Apds a centrifugagao, o precipitado do Tris-lubrol
foi descartado e o sobrenadante (contendo a atividade enzimatica a ser testada) foi

reservado para ser ensaiado.

Optou-se por utilizar o detergente lubrol e nado Triton-X100, pois, em
experimentos prévios, observamos que o Triton interfere muito na determinacao
espectrofotométrica da enzima, provavelmente por inativar a lactato desidrogenase

e/ou a piruvato quinase utlilizadas.

O principio da técnica desenvolvida em nosso laboratério baseia-se na

monitoragdo espectrofotométrica da hidrélise de ATP acoplada ao consumo de
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NADH na presenca de amostras de membranas, e do sistema fosfoenolpiruvato,

piruvato quinase e lactato desidrogenase (veja esquema abaixo).

PRINCIPIO
Bomba GS-X/MRP

DNP-SGintracelular 7? DNP-SGintracelular
4

ATP ADP+Pi

PK LDH

PEP Piruvato ﬁ» Lactato

NADH + H* NAD™*
Amax=340 nm

€340=6,22 mM-1l.cm!

onde
DNP-SG = 2,4-dinitrofenil-S-glutationa
ATP = adenosina, trifosfato
ADP= adenosina, difosfato
Pi = fosfato inorganico
PK = piruvato quinase
LDH = lactato desidrogenase

PEP = fosfoenolpiruvato

NAD*/NADH = nicotinamida adenina dinucleotideo forma oxidada/reduzida
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Descricdo do ensaio: O ADP formado pela hidrolise do ATP na presenca da
ATPase e dos substratos (GSSG ou DNP-SG) é fosforilado pela piruvato quinase
(PK, Boehringer) na presencga de fosfoenolpiruvato (PEP, Sigma, que funciona como
doador do grupo fosfato), que também é adicionado a cubeta de reacéo.
Desfosforilado, o PEP transforma-se em piruvato que, por sua vez, é reduzido a
lactato na presenga de NADH (Sigma, adicionado a cubeta) e da enzima lactato
desidrogenase (LDH, Sigma). Como o consumo de NADH ¢é estequiométrico com a
hidrolise de ATP pela ATPase/Bomba GS-X, esta técnica permite avaliar a atividade
de bomba, monitorando o consumo de NADH a 340 nm na presenga de

GS-conjugados.

Escolha do substrato: DNP-SG é um substrato mais sensivel as varias isoformas
das bombas GS-X/MRP (K, < 100 uM). No entanto, o referido substrato é colorido e
absorve fortemente a 340 nm, inviabilizando qualquer determinacéo
espectrofotométrica nesta faixa de comprimento de onda. A alternativa mais comum
é a utilizacdo de DNP-SG triciado. Entretanto, além de o uso de radioativos ser
sempre motivo de atencao redobrada e, sempre que possivel, substituido por outra
técnica, a contagem do substrato captado por transporte ativo pelas vesiculas s6
pode ser feito a posteriori. A presente técnica tem o diferencial de permitir a
determinagdo de atividade da bomba GS-X online. No entanto, outro substrato
“incolor” deve ser utilizado. No caso presente, foi utilizado o proprio GSSG, substrato
fisiologico da ATPase e que nao absorve a 340 nm. Apesar de a sensibilidade das

ATPase ao GSSG ser menor (K, > 1 mM) o dissulfeto de glutationa apresentou
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perfis cinéticos idénticos aos observados quando o substrato era o DNP-SG. A Unica
restricdo com relacdo do GSSG € que, por tratar-se de substancia fortemente
oxidante (em termos bioquimicos) com Eo= + 1,26 V, ndo pode ser adicionado ao
meio de incubacdo em concentragdes superiores a 4 mM, para evitar-se a oxidacao

instantanea do NADH (Eo=-0,3 V).

ENSAIO ESPECTROFOTOMETRICO

e 700 pl de tampao de ensaio Tris-Sacarose (TrisHCI 10 mM, pH 7,4, sacarose 250
mM)

e 50 ul de NADH 4 mM (final 200 uM)

e 50 ul de MgCl; 200 mM (final 10 mM)

e 50 ul de PEP 40 mM (final 2 mM)

e 50 ul de ATP 20 mM (final 1 mM)

e 50 ul de mistura de enzimas PK/LDH (20 U/ml de cada = final 1 U/ml de cada)

e até 30 ul de membranas solubilizadas

e 10 pl de inibidores (ouabaina, EGTA etc.)

e 10 ul de DNP-SG 10 mM (final 100 uM) para o inicio da corrida

monitora-se o consumo de NADH a 340 nm e 37°C

CALCULOS:
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ENADH/340 nm = 6,22 mM™.cm™ logo, 6,22 (umol/ml)™*.cm™. Sendo as cubetas de 1 cm
de caminho 6ptico, e o volume final sempre mantido em 1 ml, podemos dizer que
ENADH/340 nm = 6,22 por umol de ATP hidrolisado na unidade de tempo. Sendo os
valores obtidos por volta de trés ordens de grandeza menores que umols, podemos

escrever:

nmols de ATP = variagao da absorbancia/0,00622
ou em termos cinéticos:
nmols de ATP/min/mg proteina = (variagdo da absorbéancia/min) /0,00622 x mg

proteina.

3.11 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao da média. Os
resultados de cada grupo foram avaliados através de teste "t" de Student
pareado.Foi utilizado o teste de analise de varidancia complementado com o teste de
comparagbes multiplas de Student-Newmann-Keus. As diferencas foram

consideradas significativas para um nivel de significancia de, pelo menos, 5%.
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4.1 Metabolismo da glutationa no miocardio de ratos submetidos ao

exercicio agudo de natacao

Os resultados a seguir sdo apresentados em nmols/g de tecido nas variantes

de dissulfeto de glutationa (GSSG), glutationa reduzida (GSH) e glutationa total,

enquanto a relacado GSSG/GSH é representada em unidades arbitrarias.

As variagdes no conteudo de GSSG, GSH e a relagdo GSSG/GSH no

miocardio entre os grupos controle e exercicio agudo nao apresentaram diferenca

significativa (p=0,05) como se pode observar nas tabela 2 e nas figuras 4, 5 e 6.

GSH
GRUPOS AMOSTRA | TOTAL | GSSG | GSH GSSG/GSH
EXERCICIO | X1 4986.47 | 471.08 | 4044.31 0.1165
X2 4766.92 | 504.34 | 3758.24 0.1342
X3 3680.68 | 314.54 | 3051.60 0.1031
X4 4664.37 | 762.37 | 3139.63 0.2428
CTRL X5 3895.03 | 405.20 | 3084.63 0.1314
X6 3815.25 | 701.86 | 2411.53 0.2910
X7 5382.80 | 439.74 | 4503.32 0.0976
X8 3850.04 | 466.90 | 2916.24 0.1601
GSH
GSH GSSG GSSG/GSH TOTAL
Desvio Desvio Desvio Desvio
GRUPOS média Pa meédia Pa média Pa média Pa
EXERCICIO 3498.45 340.07 | 513.08 131.28 0.149 0.045 | 4524.610 409.019
CTRL 3228.93 633.88 | 503.43 95.23 0.170 0.060 | 4214.695 541.203

Tabela 2. Metabolismo da Glutationa no miocardio de ratos submetidos a exercicio

fisico agudo. Animais imediatamente sacrificados apdés o exercicio e tecidos

homogeneizados em MPA a 5%.
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Figura 4. Conteudo de dissulfeto de glutationa no miocardio de ratos submetidos a

exercicio fisico agudo de natagdo. Os valores sdo expressos como média + desvio

padrao da média, p<0,05. Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e

tecidos homogeneizados em MPA a 5%.
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Figura 5. Conteudo de glutationa reduzida no miocardio de ratos submetidos a
exercicio fisico agudo de natagdo. Os valores sdo expressos como média + desvio
padrdao da média, p<0,05. Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e

tecidos homogeneizados em MPA a 5%.
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Figura 6. Relagdo média de GSSG/GSH no miocardio de ratos submetidos a

exercicio fisico agudo de natagdo. Os valores sao expressos como media + desvio

padrao da média, p<0,05. Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e

tecidos homogeneizados em MPA a 5%.
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4.2 Metabolismo da glutationa no miocéardio de ratos submetidos ao exercicio

agudo ap0ds treinamento de natacao

Os resultados a seguir sdo apresentados em nmols/g de tecido nas variantes

de dissulfeto de glutationa (GSSG), glutationa reduzida (GSH) e glutationa total,

enquanto a relacdo GSSG/GSH é representada em unidades arbitrarias.

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os conteudos de GSH

no miocardio dos grupos estudados. No entanto, o grupo exercicio treinado

apresentou uma reducéo significativa de 29% no conteudo de dissulfeto de glutationa

com relagdo ao seu grupo controle. O estado redox, verificado pela relagédo

GSSG/GSH permaneceu inalterado entre os grupos.

GSH
GRUPOS AMOSTRA | TOTAL | GSSG GSH GSSG/GSH
EXERCICIO | X1 8,908 680 | 7547.54 0.0902
X2 5,756 845 | 4065.08 0.2079
X3 4,707 1,057 | 2593.23 0.4075
CTRL X4 7,490 1,231 | 5027.40 0.2449
X5 5,608 1,089 | 4423.20 0.1941
X6 6,601 1,334 | 3933.00 0.3391
GSH
GSH GSSG GSSG/GSH TOTAL
Desvio Desvio Desvio Desvio
GRUPOS meédia Pa meédia Pa meédia Pa meédia Pa
EXERCICIO 4735.28 1799.05 | 860.81 133.37 0.235 0.113 | 6456.910 1546.355
CTRL 4461.20 387.63 | 1217.90 87.04 0.259 0.052 | 6566.267 665.508

Tabela 3. Animais

imediatamente sacrificados apdés o exercicio e tecidos

homogeneizados em MPA a 5%. Metabolismo da Glutationa no miocardio de ratos

submetidos a exercicio fisico agudo apds treinamento de natacgao.
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Figura 7. Animais imediatamente sacrificados apdés o exercicio e tecidos
homogeneizados em MPA a 5%. Conteudo de dissulfeto de glutationa no miocardio
de ratos submetidos a exercicio fisico agudo de natagdo apds treinamento. Os

valores sao expressos como média + desvio padrdo da média, p<0,05.
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Figura 8. Animais imediatamente sacrificados apdés o exercicio e tecidos
homogeneizados em MPA a 5%. Conteudo de glutationa reduzida no miocardio de
ratos submetidos a exercicio fisico agudo de natagao apds treinamento. Os valores

sao expressos como média + desvio padrao da média, p<0,05.
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Figura 9. Animais imediatamente sacrificados apdés o exercicio e tecidos

homogeneizados em MPA a 5%. Relagdo média de GSSG/GSH no miocardio de

ratos submetidos a exercicio fisico agudo de natagao apds treinamento. Os valores

sao expressos como média + desvio padrao da média., p<0,05.
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4.3 Variagbes no metabolismo da glutationa no miocardio entre animais
submetidos ao exercicio agudo e treinados uma semana.

Repetindo os resultados anteriormente demonstrados, aqui comparamos o
comportamento das variaveis envolvidas no metabolismo da glutationa entre os
grupos controle do exercicio agudo, exercicio agudo nao treinado, controle repouso
de uma semana e exercicio agudo treinado por uma semana.

Os resultados a seguir sdo apresentados em nmols/g de tecido nas variantes
de dissulfeto de glutationa (GSSG), glutationa reduzida (GSH) e glutationa total,
enquanto a relacado GSSG/GSH é representada em unidades arbitrarias.

Com relagdo ao conteudo de glutationa reduzida no miocardio, sé foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos controle agudo e controle
treinado (27%) e entre o grupo exercicio agudo e controle treinado (21%) como se
observa na figura 10.

As concentragdes de dissulfeto de glutationa médio no miocardio foram
significativamente maiores no grupo controle treinado com relagdo aos grupos
controle agudo (58%), exercicio agudo (57%) e exercicio treinado (29%). O grupo
exercicio treinado apresentou aumento de GSSG quando comparados aos grupos
controle agudo (41%) e exercicio agudo (40%); como se observa na figura 11.

Quando o estado redox celular foi avaliado pela relagao GSSG/GSH, verificou-
se que este permanecia inalterado, com excecdo de uma diferenca entre o estado

redox dos grupos exercicio agudo e exercicio treinado (42% maior no segundo).
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Figura 10. Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e tecidos
homogeneizados em MPA a 5%. Conteudo médio de glutationa reduzida no

miocardio. Os valores sao expressos como média + desvio padrao da média, p<0,05.
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Figura 11. Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e tecidos

homogeneizados em MPA a 5%. Conteudo médio de dissulfeto de glutationa no

miocardio. Os valores sao expressos como média + desvio padrao da média, p<0,05.
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Figura 12. Animais imediatamente sacrificados apdés o exercicio e tecidos
homogeneizados em MPA a 5%. Relacdo média de GSSG/GSH no miocardio. Os

valores sdo expressos como média + desvio padrdao da média, p<0,05.
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4.4 Metabolismo da glutationa no gastrocnémio de ratos submetidos ao

exercicio agudo de natacao

Os resultados a seguir sdo apresentados em nmols/g de tecido nas variantes

de dissulfeto de glutationa (GSSG), glutationa reduzida (GSH) e glutationa total,

enquanto a relacdo GSSG/GSH é representada em unidades arbitrarias. Os

resultados obtidos nesta modalidade podem ser vistos na tabela 4.

GSH
GRUPOS AMOSTRA | TOTAL | GSSG GSH GSSG/GSH
EXERCICIO | X1 10,746 2,723 | 5298.70 0.5140
X2 11,206 2,217 | 6771.18 0.3274
X3 9,002 2,540 | 3921.31 0.6478
CTRL X4 13,099 1,511 | 10077.38 0.1499
X5 13,858 905 | 14352.13 0.0653
X6 16,163 1,151 | 13860.85 0.0830
GSH
GSH GSSG GSSG/GSH TOTAL
Desvio Desvio Desvio Desvio
GRUPOS média Pa média Pa média Pa média Pa
EXERCICIO 5330.40 1007.77 | 2493.58 181.23 0.496 0.114 | 10317.563 822.162
CTRL 12763.45 1654.02 | 1189.04 215.28 0.099 0.032 | 14373.107 1128.373

Tabela 4. Animais

imediatamente sacrificados apdés o exercicio e tecidos

homogeneizados em MPA a 5%. Metabolismo da Glutationa no gastrocnémio de

ratos submetidos a exercicio fisico agudo, p<0,05.
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Com relacédo ao conteudo intracelular de dissulfeto de glutationa, os animais
sedentarios que foram submetidos ao exercicio fisico agudo apresentaram um
aumento significativo de 52% quando comparados com o seu respectivo grupo

controle, como é observado na figura 13.
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Figura 13. Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e tecidos
homogeneizados em MPA a 5%. Conteudo médio de GSSG no gastrocnémio de
ratos submetidos a exercicio agudo de natagdo. Os valores s&o0 expressos como

média + desvio padrao da média, p<0,05.
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Como mostra a figura 14, a concentracdo de glutationa reduzida no
gastrocnémio dos animais exercitados encontra-se diminuida em 58% em relagao ao

grupo controle.
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Figura 14. Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e tecidos
homogeneizados em MPA a 5%. Conteudo médio de glutationa reduzida no
gastrocnémio de animais sedentarios submetidos ao exercicio agudo de natagao. Os

valores sdo expressos como média + desvio padrao da média, p<0,05.
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O estado redox, medido pela relagdo GSSG/GSH no gastrocnémio do grupo

exercicio foi 80% maior que no grupo controle, indicando a presenga de estresse

oxidativo conforme a figura 15.
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Figura 15. Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e tecidos

homogeneizados em MPA a 5%. Relacdo GSSG/GSH média no gastrocnémio de

ratos submetidos ao exercicio agudo de natagdo. Os valores sdo expressos como

media + desvio padrao da média, p<0,05.
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4.5 Metabolismo da glutationa no gastrocnémio de ratos submetidos ao
exercicio agudo apos treinamento de natagao

Os resultados a seguir sdo apresentados em nmols/g de tecido nas variantes
de dissulfeto de glutationa (GSSG), glutationa reduzida (GSH) e glutationa total,
enquanto a relacdo GSSG/GSH é representada em unidades arbitrarias. Os

resultados obtidos nesta modalidade podem ser vistos na tabela 5.

GSH
GRUPOS AMOSTRA | TOTAL | GSSG GSH GSSG/GSH
EXERCICIO | X1 4,664 2,001 662.26 3.0210
X2 4,269 1,910 | 450.30 4.2405
X3 4,058 1,807 | 444.60 4.0641
CTRL X4 5,962 1,436 | 3089.40 0.4649
X5 3,876 1,841 | 1311.00 0.4750
X6 4,993 998 | 2998.20 0.3327
GSH
GSH GSSG GSSG/GSH TOTAL
Desv. Desv. Desv. Desv.
GRUPOS média Pad média Pad média Pad média Pad
EXERCICIO 519.05 87.72 | 1905.70 68.56 3.775 0.466 | 4330.453 217.244
CTRL 2466.20 708.15 | 1425.00 298.34 0.424 0.056 | 4943.800 738.203

Tabela 5. Animais imediatamente sacrificados apdés o exercicio e tecidos
homogeneizados em MPA a 5%. Metabolismo da Glutationa no gastrocnémio de

ratos submetidos a exercicio fisico agudo apds treinamento de natagéo, p<0,05.
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O conteudo de GSH reduzida no gastrocnémio do grupo treinado foi 78%
menor do que em seu respectivo controle. (figura 16), enquanto que a sua
concentragao de dissulfeto de glutationa foi 29% maior que no grupo controle (figura

17).
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Figura 16. Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e tecidos
homogeneizados em MPA a 5%. Conteudo médio de glutationa reduzida no
gastrocnémio de animais treinados submetidos ao exercicio agudo de natagéo. Os

valores sdo expressos como média + desvio padrao da média, p<0,05.
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Figura 17. Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e tecidos
homogeneizados em MPA a 5%. Conteudo médio de glutationa oxidada no
gastrocnémio de animais treinados submetidos ao exercicio agudo de natagdo. Os

valores sao expressos como média + desvio padrdo da média, p<0,05.
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A relacdo GSSG/GSH no gastrocnémio do grupo exercicio treinado, foi 88%

maior do que em seu respectivo controle. Como demonstrado na figura 18.
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Figura 18. . Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e tecidos

homogeneizados em MPA a 5%. Relacdo GSSG/GSH média no gastrocnémio de

ratos treinados submetidos ao exercicio agudo de natagcdo. Os valores sao

expressos como media + desvio padrao da média, p<0,05.



107

4.6 Variagbes no metabolismo da glutationa no gastrocnémio entre animais
submetidos ao exercicio agudo e treinados uma semana.

Repetindo os resultados anteriormente demonstrados, aqui comparamos o
comportamento das variaveis envolvidas no metabolismo da glutationa entre os
grupos controle do exercicio agudo, exercicio agudo nao treinado, controle repouso
de uma semana e exercicio agudo treinado por uma semana.

Os resultados a seguir sdo apresentados em nmols/g de tecido nas variantes
de dissulfeto de glutationa (GSSG), glutationa reduzida (GSH) e glutationa total,
enquanto a relacado GSSG/GSH é representada em unidades arbitrarias.

Com relagdo ao conteudo de GSH reduzida foram encontradas diferencas
entre todos os grupos. O grupo controle agudo diferiu positivamente em 58% do
grupo exercicio agudo, 80% do grupo controle treinado e 95% grupo exercicio
treinado. O grupo agudo treinado obteve diferenca significativa de 53% maior que no
grupo controle treinado e de 90% com o grupo exercicio treinado. Como citado
anteriormente, ouve também diferenga de 78% entre o controle treinado e o exercicio
treinado.

O grupo controle agudo apresentou diferenca estatistica significante, em
relacdo ao seu conteudo de glutationa oxidada, de 37% comparado com o grupo
exercicio treinado e 52% com relacdo ao controle treinado. O grupo exercicio
treinado apresentou seu conteudo de GSSG 25% maior que seu controle e 23%
maior quando comparado com o grupo exercicio agudo. Houve também diferenga de

42% entre os grupos exercicio agudo e controle treinado.
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Na avaliagdo do estado redox (GSSG/GSH), o grupo controle agudo foi
diferente em 80% , 14% e 97% quando comparado respectivamente aos grupos
exercicio agudo, treinado controle e exercicio treinado. Entre os grupos treinado
controle e exercicio treinado houve diferengca de 88% e entre o exercicio treinado e
exercicio agudo de 49%. Estas diferengas tornam-se mais claras quando observadas

nas figuras 19, 20 e 21.

GSSG Gastrocnémio

3000

2500

2000 1

——

DO Controle Agudo
W Exercicio Agudo
OControle Treinado

1500

OExercicio Treinado

nmollg tecido

1000

500

Figura 19. Animais imediatamente sacrificados apos o exercicio e tecidos

homogeneizados em MPA a 5%. Conteudo médio de dissulfeto de glutationa no
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gastrocnémio. Os valores sdo expressos como média + desvio padrao da média,

p<0,05.
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Figura 20. Animais imediatamente sacrificados apds o exercicio e tecidos
homogeneizados em MPA a 5%. Conteudo médio de glutationa reduzida no
gastrocnémio. Os valores sdo expressos como meédia + desvio padrdo da media,

p<0,05.
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Figura 21. Animais imediatamente sacrificados apés o exercicio e tecidos
homogeneizados em MPA a 5%. Relacdo média de GSSG/GSH no gastrocnémio.

Os valores sao expressos como média + desvio padrao da média, p<0,05.
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4.7 Atividade da Bomba MRP1/GS-x no gastrocnémio e miocardio de ratos
treinados submetidos a exercicio agudo de natacéo.

A tabela 6 apresenta os dados obtidos a partir dos ensaios bioquimicos
realizados para identificar a atividade enzimatica da bomba MRP1. O SLOPE indica
a velocidade de transporte em Ul/min. O resultado final da velocide é expresso em

nmol/min/mg de proteina.

CORACAO

ANIMAL SLOPE MEDIO VELOCIDADE MEDIA (VM) VALOR FINAL DA VM
(descontando GSSG) MEDIA DESVPAD EPM
R1 0,0122 14470  145.23 8.85 5.11
R2 0,0128 154.34

R3 0,0117 136.66

R4 0,0165 213.02 201.04 10.39 6.00
R5 0,0154 195.56

R6 0,0153 194.54

GASTROCNEMIO

ANIMAL SLOPE MEDIO VELOCIDADE MEDIA (VM)  VALOR FINAL DA VM

(descontando GSSG)

R1 0,0134 163.99 164.52 2.45 1.42
R2 0,0133 162.38

R3 0,0136 167.20

R4 0,0136 167.20 165.60 7.37 4.25
R5 0,0139 172.03

R6 0,0130 157.56

Tabela 6. Atividade da bomba MRP1/GS-x no gastrocnémio e miocardio de ratos

treinados submetidos a exercicio agudo de natagao.
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Os dados obtidos demonstraram que o miocardio apresenta 21,4% mais

atividade GS-x quando comparado ao gastrocnémio. Como pode ser observada nas

figuras 22 e 23, a atividade GS-x é alterada com o treinamento, porém a do

gastrocnémio permanece inalterada.
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Figura 22. Atividade GS-x no miocardio de ratos treinados. Os valores sao expressos

como media + desvio padrdo da média, p<0,05.
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Atividade Média da Bomba MRP/GS-x no Gastrocnémio
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Figura 23. Atividade GS-x no gastrocnémio de ratos treinados. Os valores sao

expressos como meédia + desvio padrao da média.
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4.8 Expressao de Proteinas de Choque Térmico (HSP70) e da bomba MRP1/GS-
X no miocardio e gastrocnémio de ratos sedentéarios e treinados submetidos a
exercicio fisico agudo

Os resultados a seguir sdo apresentados como a relagdo da expressao de
HSP70 e MRP1 sobre a de B-actina e os valores sdo demonstrados em unidades
arbitrarias.

Nao houve expressao de HSP70 no miocardio de ratos dos grupos controle
agudo tampouco do grupo submetido ao exercicio agudo, por esta razdo, estes

dados nao foram demonstrados na tabela 6.
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Figura 24. Expressdo de HSP70 em animais sedentarios submetidos ao exercicio
fisico e seus respectivos controles sacrificados 6 horas apds o exercicio. A - Na
imagem superior € possivel visualizar o conteudo de B-actina no gel de poliacrilamida
corado com commassie blue. Na imagem abaixo (B) observa-se, na membrana de
nitrocelulose, a auséncia da expressao de HSP70 tanto no gastrocnémio quanto no
miocardio dos grupos controles. As primeiras trés bandas representam o musculo
cardiaco (C) e as outras trés o gastrocnémio (G). C — Membrana de nitrocelulose dos

animais submetidos a exercicio agudo.
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Figura 25. Expressao de HSP70 e MRP1 em ratos treinados sacrificados 6 horas
apos o exercicio. A- Bandas de actina em gel corado com commassie blue; B —
Membrana de nitrocelulose indicando a expressao de HSP70 e MRP1 no grupo
controle treinado; C - Membrana de nitrocelulose indicando a expressao de HSP70 e
MRP1 no exercicio treinado. As trés primeiras bandas sdo de amostras de

gastrocnémio (G) e as trés ultimas de miocardio (C).



Relacao Relacao
RATO | ACTINA MRP HSP70 MRP/Actina HSP70/Actina
4 37287 13268 36860 0.355834 0.988548
5 48690 16329 37919 0.335367 0.778784
6 39549 15478 36373 0.391363 0.919695
Média relacao 0.360855 0.895676
Desvio Padrao 0.028334 0.106925
GRUPO
TREINADO
Relagéo Relagéo
RATO | ACTINA MRP HSP70 MRP/Actina HSP70/Actina
1 51587 44638 43625 0.865296 0.845659
2 72187 49938 50330 0.691787 0.697217
3 73992 62386 52172 0.843145 0.705103
Média relagéo 0.800076 0.749326
Desvio Padrao 0.094433 0.083519
GRUPO
CONTROLE
Relacao Relacao
RATO | ACTINA MRP HSP70 MRP/Actina HSP70/Actina
4 49163 30820 0 0.626894
5 47197 25841 0 0.547514
6 52372 33166 0 0.633277
Média relacao 0 0.602562
Desvio Padrao 0 0.04778
GRUPO
TREINADO
Relagéo Relagéo
RATO | ACTINA MRP HSP70 MRP/Actina HSP70/Actina
1 52751 43567 0 0.825899
2 35732 38103 0 1.066355
3 53984 40256 0 0.745702
Média relagao 0 0.879319
Desvio Padrao 0 0.166868

117
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Tabela 7. Expresséao de HSP70 e MRP1 no miocardio e gastrocnémio de ratos
treinados. Resultados em pixels e expressos sobre a relagcdo HSP70/Actina e MRP1/

Actina em unidades arbitrarias.

Relagao HSP70/Actina Coracgéo

@ Controle Agudo

W Exercicio Agudo
OControle Treinado
OExercicio Treinado

Unidades Arbitrarias

Figura 26. Expressdao média de HSP70 no miocardio de ratos sacrificados 6 horas
apods o exercicio. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo da média,

p<0,05.
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Relacdo MRP1/Actina Coragéo

@ Controle Agudo

B Exercicio Agudo

O Controle Treinado
OExercicio Treinado

Unidades Arbitrarias

Tabela 27. Expressdo de MRP1 em miocardio de ratos sacrificados 6 horas apds o

exercicio. Os valores sdo expressos como média + desvio padrao da média, p<0,05.
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Figura 28. Expressdo de HSP70 em gastrocnémio de ratos treinados sacrificados 6
horas apds o exercicio . Os valores sdo expressos como média + desvio padrao da

média, p<0,05.
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Os dados indicativos sobre a expressdo de HSP70 no miocardio demonstram
um aumento nos grupos controle treinado e exercicio treinado em relagéo ao controle
e exercicio agudo, porém nao havia diferenga entre eles. Por outro lado, o
gastrocnémio apresenta um pico elevado de expressao apos o exercicio agudo dos
animais sedentarios (61% maior que o controle treinado e 45% maior que no
exercicio treinado); nao apresentando expressdo nos animais do grupo controle
agudo. O grupo exercicio treinado expressou HSP70 28% mais que seu controle.

Com relagao a expressao de MRP1, ficou claro que o gastrocnémio de todos
0S grupos nao expressou a proteina em quantidade suficiente para detecgédo pelo
método utilizado. No miocardio do grupo controle agudo e exercicio agudo também
nao ocorreram diferengas na expressdao de MRP1, no entanto, estd € aumentada no
grupo controle e aumentava ainda mais apos o treinamento de natacdo de uma

semana (58%).
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4. DISCUSSAO

Os efeitos do estresse oxidativo, independente do tecido atingido, levam ao
dano de lipides de membrana, DNA e proteinas necessarias para a funcdo normal
da célula. Com relagdao aos efeitos do estresse oxidativo e nitrosativo sobre as
proteinas , este, pode alterar a fungdo das mesmas por um fendmeno conhecido
como glutatiolacdo (KLATT et al, 2000) . Este processo, se confere na adicéo
covalente de glutationa aos residuos de cisteina de diversas proteinas (formando
um composto dissulfeto misto) e parece ser um candidato para explicar como as
mudangas no estado redox induzidas por estresse oxidativo e nitrosativo pode ser
transduzida a uma resposta celular funcional. Esta resposta de formacdo de
compostos mistos de dissulfeto parece atuar com um mecanismo tampéo do
estresse oxidativo e de protegdo de importantes proteinas contra a oxidagéo
irreversivel dos residuos criticos de cisteinas regulando a atividade enzimatica
(ZIEGLER et al, 1985; THOMAS et al, 1995). A regulagao da fungao de proteinas
ocorre principalmente pela oxidacdo reversivel de residuos de metionina e de
cisteina, ambos aminoacidos que apresentam enxofre em sua cadeia lateral. No
primeiro caso, a metionina pode sofrer oxidagdo reversivel a sulféxido (em
condi¢cdes razoaveis de estresse oxidativo) ou irreversivel a sulfonila (sob
condi¢cdes de estresse oxidativo severo). Sob a forma de sulféxido, a proteina
perde sua funcao temporariamente, mas pode, pela agao de redutases, recuperar
sua forma original. Sobre a forma de sulfonila, a proteina perde definitivamente

sua fungdo (LEVINE et al, 1996). No segundo caso, os residuos de cisteina
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podem sofrer oxidag&o a acidos sulfénicos (RSOH), sulfinico (RSO2H) e sulfonico
(RSO3H). Nas formas sulfinica e sulfénica, compostos de formas estaveis, a
reducédo nao pode ser efetuada por enzimas redutases. Por outro lado sob a forma
de sulfénico, um composto instavel, pode ser reduzido a sua forma original (sendo
assim um processo de oxidagao reversivel) ou ainda alternativamente oxidado a
sulfinato e sulfonato (processo irreversivel) ou ainda formar compostos de
dissulfeto misto com GSH (CLAIBORNE et al, 1999). Conforme imaginado, o
processo de modificagdo oxidativa em residuos de cisteina e a consequente
formacao de dissulfetos mistos é totalmente dependente do estado redox celular,
e estas modificacbes podem ser reversiveis apdés o retorno ao estado redox
original (PRINZ et al, 1997). Aparentemente estas transformagbes sugerem uma
estratégia imediata no combate aos possiveis danos irreversiveis causados por
alteragdes no estado redox celular, que podem rapidamente alterar a homeostase

celular de forma extremamente prejudicial.

Em nossos resultados verificamos que as concentragcdes de GSH e de
GSSG, bem como o estado redox celular (razdo de GSSG/GSH), encontraram-se
inalteradas no exercicio agudo em relacdo ao controle no miocardio. Estes
resultados se repetem ao avaliar as mesmas variaveis entre os grupos exercicio
treinados e seu respectivo grupo controle. No entanto, entre os conjuntos: controle
agudo e exercicio agudo versus controle treinado e exercicio treinado, os valores
basais ja se encontravam mais elevados no segundo conjunto. Uma vez que um
dos fatores de grande influencia no conteudo de glutationa intracelular é a

disponibilidade de seus aminodacidos constituintes, seria possivel ,para explicar
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esse nivel basal mais elevado,que a dieta tenha influenciado nos resultados dos
animais estudados. O interessante destes resultados obtidos do metabolismo da
glutationa no miocardio dos ratos, € de que apesar da pequena diferenga entre os
conjuntos estudados, o comportamento das concentragbes dos componentes
estudados foi 0 mesmo, demonstrando que o miocardio impede variacoes
significativas no estado redox, mesmo sobre influencia do estresse fisiolégico

causado pelo exercicio de natagao.

Como proposto anteriormente, as variagdes no estado redox em células
cardiacas tem grande importancia no que concerne a alteragdes na fungédo de
proteinas. Como exemplo classico de proteina que sofre influencia do estado
redox, esta o fator de transcricdo NF-«B. Este fator apresenta uma dupla variacéao
de ativagao ao estado redox, primeiramente, um estado pro-oxidativo € requerido
para sua ativacao inicial e, a posteriori, necessita de condi¢cdes reduzidas para a
sua ligacao ao promotor no DNA. A primeira condigdo, € importante para ativar
uma enzima (IKK) responsavel pela degradagao da proteina regulatoria negativa
do NF-xB, a IkBa. No segundo momento, pelo fato de que condi¢cdes pro-
oxidantes poderiam levar a oxidagéo e a conjugagdo com glutationa dos residuos
essenciais de ligagdo deste fator de transcricdo (que devem apresentar carga
positiva) junto a sequéncia promotora no DNA (que apresenta carga
essencialmente negativa), e que esta impediria o inicio da transcricdo de proteinas
dependentes de sua ligagao ao promotor e a sua consequente ativacdo, se faz
necessaria a predominancia de condicdes redutoras para dar inicio a transcricao

de proteinas dependentes do NF-kB. Recentes evidéncias sugerem que a
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resposta inflamatdria participa no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca e que
o NF-«xB estaria diretamente ligado a esta condicdo (VALEN et al, 2001).
Miocardio de pacientes com insuficiéncia cardiaca um aumento na ativagdo do
NF-xB e como conseqiéncia uma elevacdo na expressdo de citocinas
inflamatérias COX-2, TNF-a iINOS e moléculas de adeséo celular (CAM’s). Uma
vez que para a ativacdo e ligacdo do NF-kB se fazem necessarias condigoes
especificas de estado redox, € de se pensar nos beneficios de manter estavel o
grau de ativagao deste fator através da manutencao do estado redox celular no
miocardio. Nossos dados sugerem que o miocardio, mesmo durante o estresse do
exercicio fisico, bem como apds uma semana de treinamento, é capaz de manter
constante o conteudo de glutationa reduzida e oxidada e por conseguinte o estado
redox celular, evitando assim, possiveis ativagbes indesejaveis deste fator de

transcrigao.

Dentre outras proteinas que podem ter sua funcdo alterada como
consequéncia de variagdes redox esta o canal de potassio transiente de efluxo. As
arritmias cardiacas sao um dos problemas clinicos que mais contribuem com a
incidéncia de morte subita, e sua causa é originada de remodelamentos dos
componentes elétricos do coragdo (NABAUER et al, 1995; NERBONNE et al,
2000). Apesar de os mecanismos da arritmogénese nao serem completamente
conhecidos, diversos estudos sugerem que a regulagdo a menos (downregulation)
e a atividade dos canais de K transientes de efluxo possam estar envolvidos
(TOMASELLI et al, 1999). A perda da funcdo deste canal, pode levar a

repolarizagdo anormal e a possibilidade do inicio de mecanismo de reentrada da
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corrente elétrica (PARK et al, 1997; QIN et al, 1996). Outra possivel consequéncia
da alteragao na funcionalidade deste canal seria 0 aumento do conteudo de calcio
intracelular a uma concentragdo na qual é possivel o inicio de processos de
contratura e insuficiéncia cardiaca (KAPRIELIAN et al, 1999; WICKENDEN et al,
1998). Dentro desta perspectiva € interessante citar um trabalho de ROZANSKI et
al (2002), onde foi estudado a influencia do metabolismo positivo da glutationa (a
favor de um estado reduzido), induzido por alteragées nas etapas limites da
sintese e da disponibilidade de seus aminoacidos precursores, no remodelamento
de canais de potassio em coracdo de ratos poés-infartados. Neste estudo foi
demonstrado que em miocardio de ratos poés-infartados havia uma regulacao a
menor dos canais de K transientes de efluxo, e que o conteudo de GSH s
encontrava diminuido e que esta diminuicdo estava associada a reducao das
enzimas glutationa redutase e y-glutamilcisteina sintetase. Apds o tratamento com
N-acetilcisteina (precursor de glutationa) e de dicloroacetato (substancia que
aumenta a atividade das vias da pentose) esta alteragbes de regulacédo a menor
eram recuperadas, demonstrando que as alteragdes no estado redox induzidas

pelo estresse oxidativo modula esta variavel.

Seguindo a mesma linha de raciocinio, os receptores de rianodina, que
medeiam a liberacado de calcio a partir do reticulo sarcoplasmatico, bem como a
bomba de calcio (conhecida como SERCA), que bombeia os ions calcio
citoplasmaticos de volta ao reticulo sarcoplasmatico, sdo ambos suscetiveis a
modificagdes redox. O mecanismo de ativacdo dos canais de rianodina do

miocardio se difere das células musculares esqueléticas (LAMB et al, 2000). No
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musculo esquelético este é ativado por alteragdes de voltagem (BERS et al,2000)
enquanto no miocardio sua ativagdo ocorre estimulada por ions calcio
citoplasmaticos aumentados, e por conseguinte aparece como um mecanismo de
amplificacdo onde um aumento inicial de calcio citosélico induz um aumento ainda
maior por parte dos canais de rianodina (RIOS et al, 1991). Sendo o calcio, um
ion que atua como segundo mensageiro ubiquo, participando de processos de
transdugdo dos mais variaveis, na regulagdo de numerosas enzimas incluindo
fosfatases, quinases, proteases fosfolipases e endonucleases, este deve ser
mantido em concentragdes estreitamente controladas. A oxidagdo dos grupos tiol
dos canais de rianodina, induz a liberacdo do calcio a partir do reticulo
sarcoplasmatico. Ja é um fato comprovado, que mudancgas na razdo GSSG/GSH
(indicativo do estado redox celular) modificam a atividade do canal de rianodina
(FENG et al, 2000; XIA et al, 2000; OBA et al, 2002). Em outros estudos
realizados por ARACENA (2001) e HIDALGO (2002), foi demonstrado que
aumentos de GSSG intracelular, estimulam a liberagcdo de calcio a partir dos

canais de rianodina.

Com base nos comentarios anteriores, fica perfeitamente claro que o
miocardio, como oOrgao essencial e permanentemente ativo, deve encontrar
maneiras inteligentes de manter constantes o conteudo de GSSG e seu estado
redox nos mais variados desafios fisiolégicos, para que assim nao sofra os efeitos
danosos do estresse oxidativo. Por conseguinte, nosso trabalho demonstrou que
mesmo com o estresse do exercicio forgado, bem como durante o treinamento

fisico, o miocardio manteve constante seu estado redox.
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Ao contrario do miocardio, o gastrocnémio sofreu grandes alteragdes no
estado redox celular. Analisando o conteudo de glutationa oxidada nos grupos
estudados, € possivel notar que estes apresentam um comportamento parecido,
onde o grupo exercicio agudo apresenta maior conteudo que seu controle. O
mesmo se repete entre os grupos exercicio treinado e controle treinado, porém
aparentemente existe uma adaptagao no que concerne a formagao de GSSG ou a
sua eliminac&o. O conteudo de glutationa reduzida nos grupos estudados também
apresentou comportamentos semelhantes quando comparados com seus
controles, no entanto, os niveis basais de GSH no grupo controle treinado ja eram
inferiores ao controle dos animais do exercicio agudo. Esta alteragcdo pode ser
decorrente da dieta ou de possiveis alteragcdes que o estresse da manipulacéo
realizado por uma semana pode ter influenciado nos dados obtidos. Quando séo
observados os dados da razdo GSSG/GSH verifica-se mais uma vez um
comportamento semelhante entre os grupos, onde os exercicios apresentam uma
forte alteragdo redox em suas células. Chama a atencdo, a grande diferenca
encontrada no grupo exercicio treinado, onde os niveis de estado redox atingem
valores altissimos. Para explicar este comportamento € possivel especular que, o
fato dos animais em questao terem sido exercitados diariamente por apenas uma
semana possa ter ocasionado uma resposta inflamatoria muscular e, como este
processo é sabidamente um fator produtor de radicais livres € possivel que esta
alteracado seja a causa dos resultados encontrados. Ainda na mesma linha de
raciocinio é possivel pensar que as células do sistema imunoldgico ativadas no
processo de inflamatério, devido ao seu alto metabolismo, aumentaram o

consumo de glutamina bem como a sua produgéo, alterando a disponibilidade dos
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aminoacidos necessarios a sintese de glutationa no musculo. E possivel também,
especular que a deplegdo continua de glutationa e a nao adaptacédo dos
transportadores bem como das enzimas relacionadas a sintese de glutationa em
apenas uma semana de treinamento, tenha levado a este estado redox

encontrado.

Para tentar explicar os resultados encontrados em ambos os tecidos no que
se referem ao metabolismo da glutationa e estado redox celular, podemos analisar
os dados obtidos na expressdo e atividade da bomba MRP1/GS-X. Nossa
hipétese inicial, era de que o miocardio poderia estar protegido dos danos
associados ao estresse oxidativo e nitrosativo por um mecanismo de transporte
ativo do conteudo de glutationa oxidada do citosol para o meio extracelular e desta
maneira impedir alteracdes no estado redox celular.

Como citado na introdugéo, as GS-X sao uma grande familia de ATPases
transportadoras de anions e dependentes de magnésio. O termo “bomba GS-X”
foi originalmente proposto, baseado na sua atividade transportadora com alta
afinidade por S-conjugados de glutationa, dissulfeto de glutationa e cisteinil
leucotrienos. Ja em 1984, foi demonstrada pela primeira vez, a liberacdo de
GSSG e de conjugados de GSH a partir de coragbes isolados e perfundidos
(ISHIKAWA et al, 1984). Como as cardiomiopatias resultam de danos oriundos de
estresse oxidativo imposto por hiperoxia ou administracdo de certas drogas, bem
como situagdes de isquemia-reperfusdo, o efluxo de GSSG foi sugerido como
importante mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo (ISHIKAWA et al,

1986). A identificacdo de proteinas liberadoras de GSSG das células, como a
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MRP1 e 2 (LEIR et al, 1996), sugere que os membros da familia das MRP's seja
uma rota essencial para o controle intracelular dos niveis de GSSG e que as
MRP’s medeiem o transporte de GSSG como um mecanismo adaptativo para
compensar o estresse oxidativo quando a GSSG redutase torna-se a etapa
limitante. A liberacdo do conteudo de GSSG é considerada um importante
mecanismo de manutengdo do potencial redox induzido pelos grupos tiols
reduzidos. E consistente a esta visdo, que o estresse oxidativo aumente a
expressdao de MRP1 em cultura de células (YAMANE et al, 1998). Em astrocitos
de ratos submetidos a estresse oxidativo, ja foi verificado que a bomba MRP1
medeia a liberacdo de GSSG em uma tentativa de defender-se contra os efeitos
do estresse oxidativo, mantendo o estado redox inalterado (HIRRLINGER et al,

2001).

Os dados obtidos neste trabalho, demonstram que o miocardio aumentou
significativamente sua expressdo de MRP1 somente nos grupos treinado controle
e treinado exercicio, sendo que a de maior significancia foi neste ultimo. Nos
outros grupos, o miocardio nao apresentou expressdo suficiente para ser
identificada pelos métodos utilizados na revelagdo. O controle da expressao da
MRP1, bem como as vias de sinalizagdo que a controlam sdo muito pouco
conhecidos. Como citado na introducdo nem as sequéncias do promotor de seu
gene foram identificadas. No entanto, as vias de regulagdo do gene da MRP
parece ocorrer através de estimulos de fatores externos, como por exemplo a
radiacdo (OOSTHUIZEN et al, 2000; HARVIE et al, 1997). Estudos recentes

apontaram diversas ligagdes entre a atividade da p53 e a expressédo de mrp1. A
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p53, aparentemente reduz a transcricdo de mrp1 (VOLM et al, 1993) e em células
mutantes com a p53 inativadas, os niveis de RNAmM de mrp1 apresentam-se
elevadas. A regulagdo negativa a partir da p53 parece ocorrer através de seus
efeitos na transcricdo de um ativador Sp-1 (WANG et al, 2000). Um estudo
recente indicou que a expressao de mrp1 em células cancerigenas de eséfago
nao € controlada por choque térmico (STEIN et al, 1997). No entanto, esta
evidéncia é limitada e novos estudos em diferentes linhagens de células devem
ser realizados. Interessantemente a resisténcia a drogas anticancer em pacientes
com cancer de prostata, € associada a mutagbes no gene da PTEN, uma
fosfatase que participa na inativagdo da via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K).
Aparentemente, o aumento da atividade da PI3K leva a aumento da resisténcia a
drogas anti-cancer. Interessantemente, a expressao de MRP1 mas ndo de MDR1
€ observada. Juntos, estes dados sugerem uma via de comunicagao cruzada
entre a PI3K e o controle génico das MRP’s (LEE et al, 2002). Este ultimo dado
cria a possibilidade de que a regulagdo da expressao de MRP pode ocorrer por
ativacdo da via PI3K ou por outros mecanismos de fosforilagdo. Como néao
existem dados na literatura para explicar os possiveis mecanismos de expressao
da MRP1 em situagoes de exercicio fisico podemos especular que talvez,
mecanismos de fosforilagdo induzidos pela agdo de catecolaminas (por exemplo)
podem estar involvidos no controle da expressao de MRP, a longo prazo, apos o
treinamento fisico. Nossos dados, de expressao de MRP1 no miocardio sugerem
que esta bomba pode ser, pelo menos em parte, pelo controle do estado redox

celular em diversas situagoes estressantes como o exercicio fisico, € que na



132

tentativa de manter contante a relagcdo GSSG/GSH a expressao desta proteina é

aumentada.

Em contrapartida com a expressdo aumentada de MRP1 no musculo
cardiaco, o gastrocnemio n&o apresentou expressao em decorréncia do exercicio
agudo de uma hora tampouco apos o treinamento de uma semana. Levando-se
em consideracao todas as alteragdes provocadas em células submetidas a
estresse oxidativo e a alteragbes no estado redox celular, pode-se sugerir que o
miocardio encontra-se mais protegido que o gastrocnemio no que concerne aos

processos de mudancga na fungao de proteinas.

Dada a importancia do musculo cardiaco, era de se esperar também, uma
atividade de transporte da bomba GS-x maior em relagdo ao musculo esquelético.
Este fato foi confirmado em nosso trabalho onde foram encontrados, pela primeira
vez, valores nos animais controle (musculo cardiaco), maiores em relagdo aos
grupos controle do gastrocnémio. A atividade da bomba GS-X no gastrocnémio
permanece inalterada apds o treinamento, porém, interessantemente o miocardio
sofre uma significativa redugdo. A diminuicdo da atividade GS-x no miocardio
poderia ser explicada em fungcdo de que uma expressao aumentada de MRP1 no
musculo cardiaco levaria a uma menor disponibilidade de substrato (GSSG) e por
conseguinte uma redugado em sua atividade. Estas alteragbes, na expressao e na
atividade da MRP1 provavelmente tém importancia na manutencdo do estado
redox celular, impedindo alteracbes no conteudo de GSSG intracelular e por
conseguinte impedindo alteragdes importantes na fungcéo de proteinas. A auséncia

da expressdo de MRP1 no gastrocnémio, mas a demonstracdo de que esta
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apresenta atividade GS-X, sugere que o método de revelagdo nao foi sensivel
para detectar alteragdes minimas de expressao, ou ainda pela existencia de outra

MRP, por exemplo a MRP5, presente em diversos tecidos.

Entre as muitas estratégias desenvolvidas pelas células para lidar com
mudancas adversas no ambiente como o estresse oxidativo, a expressdo de
HSP70 é uma das mais conservadas. Por esta razdo, nossa hipotese era de que,
ao se realizar uma sessao aguda de exercicio fisico de natagdo, a expressao de
HSP70 encontrar-se-ia aumentada em ambos os tecidos, principalmente no
gastrocnémio, uma vez que o miocardio estaria mais protegido contra os efeitos
do estresse oxidativo e das variagdes redox, pela expressdao aumentada de

MRP1.

No miocardio, a expressdao de HSP70 nao foi demonstrada no grupo
controle agudo tampouco apos uma sessdo de exercicio agudo. No entanto,
quando observamos o grupo controle treinado, a expressao de HSP70 ja se
encontra aumentada e, apds o exercicio, nao sofre alteragdo significativa. A
auséncia da expressao desta proteina de estresse no miocardio dos animais
submetidos ao exercicio agudo poderia ser justificada pela auséncia de estresse
oxidativo. Em teoria, se ndo ha estresse oxidativo, ndo existira desnaturacao de
proteinas e por conseguinte ndo se faria necessaria a expressédo de HSP70. No
entanto, ambos os grupos, controle treinado e exercicio treinado expressaram a
proteina. Como se trata de uma proteina cuja fungdo estd associada a
cardioprotecao através de inuUmeros mecanismos, seria incoerente se pensar que

sua expressao nao ocorresse apos uma sessao de exercicio agudo com animais
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sedentarios como foi demonstrado em nosso trabalho. Entretanto, cabe lembrar
que a ativacao do HSF1, fator de transcricdo necessario para a sintese de HSP70,
e sua fixacdo ao promotor no DNA &€ um mecanismo complexo, € que, como ja
demonstrado, a simples ligagdo HSF1-HSE no DNA nao é suficiente para induzir a
ativacao transcripcional do HSF1, sugerindo um evento adicional na regulagcao
deste fator de transcricdo (JURIVICH et al, 1992). Acredita-se que a
hiperfosforilagdo do HSF1 em seus residuos de serina seguida de sua ligagao ao
HSE inicie sua atividade (XIA et al, 1997). Entre os candidatos a ativadores do
HSF por fosforilagéo, estao a proteina quinase C ou PKC (quinase dependente de
calcio-fosfolipideo) e a proteina quinas A ou PKA (quinase dependente de
AMPciclico). Durante o exercicio, niveis elevados de catecolaminas no plasma e
coragédo levam ao aumento da atividade da PKC E PKA, e estas participam na
regulacéo de processos de mobilizagdo de substratos energéticos, mudancas de
fluxo i6nico, desenvolvimento de forga contratil bem como da expressdo génica
(SUGDEN et al, 1995; FRANCIS et al, 1982). Ja foi demonstrado que a
administracdo de agonistas p-adrenérgicos que aumentam a atividade da PKA,
potencializam a expressao de HSP70 durante uma sessao aguda de exercicio
(PAROO et al, 1999), enquanto que autores demonstraram que o tratamento com
inibidores de PKC diminuia a cardioprotegéo induzida pelo exercicio (YAMASHITA
et al, 2001). Em um estudo de MELLING & NOBLE (2004), foi sugerido que a PKC
ndo estaria envolvida nos eventos iniciais da ativagcdo do gene da HSP70, mas 24
horas apds o exercicio se faria importante, levando a um mecanismo de protecéo

posterior a célula cardiaca, abrindo a possibilidade de uma janela de controle da
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expressao de HSP mais ampla. Este ultimo dado, explicaria o fato da auséncia da
expressao de HSP70 apds o exercicio agudo, uma vez que os animais foram
dissecados 6 horas apos o exercicio,e talvez, este tempo ndo foram suficientes
para induzir a expressao da proteina. Nesta mesma perspectiva, com relagao a
expressao aumentada encontrada no miocardio dos animais do grupo controle
treinado, poderia ser explicado pelo provavel aumento da temperatura corporal
induzida pelo contato diario com a agua aquecida (30°C) do aquario, uma vez que
outro fator indutor da sintese de HSP70 no miocardio e esquelético sdo as

mudancas bruscas de temperatura.

Com relacédo a expressdo de HSP70 no gastrocnémio, a auséncia de sua
expressao no grupo controle agudo poderia ser explicada, em parte, assim como
no musculo cardiaco, pela provavel resposta retardada ao estresse, muito apos as
seis horas do exercicio, e por conseguinte, essa resposta ja seria visivel no grupo
controle treinado, onde neste a expressao foi clara. Obviamente, por adaptacoes
decorridas do treinamento, a expressdao de HSP70 nos animais treinados foi
menor que a dos animais sedentarios submetidos ao exercicio agudo, resposta

esta, ja esperada.

Os nossos dados sugerem que, aparentemente, o musculo cardiaco
apresenta-se mais protegido contra os danos do estresse oxidativo bem como das
variagdes no estado redox induzidas pelo exercicio fisico, devido a sua intrinseca
capacidade aumentada de exportar, via MRP1, os excessos de GSSG formado
durante o estresse, evitando assim, importantes mudancgas na funcdo de suas

proteinas. Por sua vez, o gastrocnémio, mais suscetivel ao dano oxidativo, teria
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como principal mecanismo de protegcdo a expressdao de HSP70 aumentada. No
entanto, a expressao de HSP70 no miocardio também se faz importante em

diversos mecanismos de cardioprotegao.

Somados, os resultados sugerem que uma aumentada atividade GS-X
gragas a um aumento na expressao da MRP1 possam ter sido uma adaptagao
evolutiva importante para impedir o estresse oxidativo no miocardio em relagao ao
musculo esquelético. O significado fisiolégico desses achados bem como suas

possiveis aplicacdes terapéuticas encontra-se em estudo em nosso laboratoério.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, apresentamos as

conclusdes abaixo:

1)

3)

O gastrocnémio de animais sedentarios submetidos a exercicio agudo de
natacao (60 min) apresenta mudangas no estado redox celular, induzidas pelo
estresse oxidativo, quando comparadas ao seu grupo controle. Apresenta
expressdo aumentada de HSP70 em relagcdo ao controle e ndo expressa

MRP1.

O gastrocnémio de animais treinados submetidos a exercicio agudo de
natagdo comporta-se de maneira semelhante ao musculo do animal
sedentario, porém de forma ainda mais acentuada. Expressa HSP70 de forma
significativa em relacdo ao seu controle, mas esta é inferior ao conteudo
expresso no animal sedentario submetido ao exercicio. . Nao expressao

MRP1 e apresenta atividade GS-x baixa e inalterada com o treinamento.

Ao contrario do musculo gastrocnémio, o miocardio de animais sedentarios
submetidos a exercicio agudo de natagao (60 min) ndo apresenta mudancgas

no estado redox celular quando comparadas ao seu grupo controle. N&o



138

apresenta expressdo de HSP70 em relacdo ao controle seis horas apds o

exercicio tampouco de MRP1.

O miocardio de animais treinados submetidos a exercicio agudo de natagao
nao apresenta variagdes no estado redox celular quando comparados ao seu
controle. Expressa HSP70 de forma igual ao seu controle, mas esta é superior
ao conteudo expresso no animal sedentario submetido ao exercicio. Expressa
MRP1 de forma acentuada quando comparado ao seu controle € aos animais
sedentarios submetidos ao exercicio agudo e apresenta atividade GS-X mais
alta que o gastrocnémio, porém esta € diminuida com o treinamento com o

treinamento.

Tomados num todo, nossos resultados sugerem que a expressao da MRP1 e
a consequente atividade das bombas GS-X no miocardio sejam um fator
diferencial que o confere resisténcia ao estresse oxidativo por exportar GSSG

mais do que o musculo esquelético.
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