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Resumo

ANTUNES NETO, J. M. F.; PEREIRA-DA-SILVA, I.; MACEDO, D. V. Proteinas de estresse
“HSP70" atuam como marcadoras de estresse oxidativo em ratos “Wistar” submetidos a
treinamento intermitente de corrida para inducdo de overreaching. Brazilian Journal of
Biomotricity, v. 2, n. 3, p. 160-175, 2008. A busca de procedimentos preditores de lesdo celular
induzida pelo exercicio € um grande desafio as pesquisas de carater molecular. Para a indugdo
de niveis elevados de estresse oxidativo, foi formulado um protocolo de treinamento de corrida
intermitente em esteira computadorizada para ratos “Wistar”, onde se buscou induzir adaptagéo
e “overreaching” (estresse metabdlico severo). Avaliou-se, em eritrécitos, as atividades das
enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa redutase (GR); dosou-se ainda marcadores
plasméticos de ataque oxidativo a lipideos (TBARS) e proteinas (carbonilac@o de proteinas —
PC). Para detec¢éo de alteragfes musculares, analisou-se 0s niveis plasmaticos das enzimas
creatina quinase (CK), aspartato transaminase (AST). A inovacdo do estudo foi comparar os
niveis de estresse oxidativo com a expressdo das proteinas de estresse “HSP70" detectadas
em amostras de leucécitos totais. Os resultados mostraram que a fase de adaptacdo do
protocolo induziu aumento da atividade antioxidante e adaptacdo aos niveis de ataque
oxidativo; niveis de HSP70 modularam-se de acordo com as exigéncias do treinamento.
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Contudo, quando os animais passaram a treinar, sobretudo, 3 a 4 sessdes diarias, com
diminuicdo severa do periodo de recuperacao (fase de “overreaching”), a acdo antioxidante
decresceu e prevaleceu o aumento dos marcadores de ataque oxidativo. Como uma resposta a
severidade do estresse induzido pelo treinamento, os niveis de HSP70 aumentaram
significativamente, suportando nossa hipétese de que tal classe de proteinas de estresse atua
como parte importante dos sistemas celulares de defesa antioxidante.

Palavras-Chaves: proteinas de estresse, estresse oxidativo, exercicio fisico.

Abstract

ANTUNES NETO, J. M. F.; PEREIRA-DA-SILVA, |.; MACEDO, D. V. Heat Shock Proteins as
Oxidative Stress Markers in Rats Submitted to Exhaustive Intermittent Running Training.
Brazilian Journal of Biomotricity, v. 2, n. 3, p. 160-175, 2008. A novel method to measure
oxidative stress resulting from exhaustive Intermittent training in rats submitted to the treadmill
running is presented. In this new procedure we evaluated the erythrocyte antioxidant enzymes,
catalase (CAT) and glutathione reductase (GR), the plasma oxidative attack markers, reactive
carbonyl derivatives (RCD) and thiobarbituric reactive substances (TBARS). Muscular tissue
damage was evaluated by monitoring plasma creatine kinase (CK) and aspartate transaminase
(AST) concentrations. Also, we monitored total the level of the 70 Kda heat shock protein
(HSP70) in leukocytes as a marker of oxidative stress. In the study we found a correspondence
between oxidative stress markers and leukocyte HSP70 levels. The results showed that the
adaptation phase induced an increase of antioxidant activity and stabilization in levels of
oxidative attack markers; the HSP70 levels had modulation in accordance with the training
conditions. However, when the rats had 3 and 4 sessions of training per day and a decrease in
time of recovery (overreaching phase), the antioxidant activity suffered a decrease and the
oxidative attack markers had a significative increase. As a response to the severity of the
oxidative stress condition, the HSP70 levels had a significative increase, supporting the
hypothesis that the HSPs acts as an important element of the cells antioxidant defenses.

Key words: heat shock proteins, oxidative stress, exercise, overreaching.

Introducéo

Células de todos os organismos respondem a uma variedade de condi¢des
estressantes através de uma rapida transcricdo e subsequente traducdo de
uma série de proteinas altamente conservadas, denominadas “proteinas de
estresse” (LOCKE et al., 1990). O termo “proteina de estresse” tem carater
genérico na descricdo de eventos biolégicos, uma vez que diferentes estimulos
podem induzir o mesmo mecanismo de defesa celular (WELCH, 1993). As Heat
Shock Proteins (HSPs) surgem na literatura como uma das classes de
proteinas de estresse melhor estudadas. O aumento na expressdo das HSPs
foi inicialmente evidenciado em Drosophila melanogaster (RITOSSA, 1962), por
meio de choque térmico (incubacdo em diferentes temperaturas elevadas).
Hoje ja se conhece que a resposta heat shock € uma propriedade geral de
todas as células, tanto em condi¢do de hipertermia quanto de demais estados
de alteracdo homeostatica, tais como exposicdo a metais pesados, aumento na
concentracdo de calcio intracelular, diminui¢cdo de glicose para fornecimento de
energia as ceélulas, infecgcdes virais e bacterianas, hipoxia, analogos de
aminoacidos, estresse oxidativo, presenca de toxinas, etc. (SCHLESINGER,
1986; BIENZ, PELHAM, 1987; WELCH, 1992; YELLON, MARBER, 1994).

As HSPs sdo de fundamental importancia para a sobrevivéncia das células,
nao apenas em condicdo de estresse, onde se vé aumento na sintese de
proteinas dirigidas a reparacdo de danos celulares, mas também em eventos
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de transporte e enovelamento (folding) de proteinas em formacdo (NEUPERT
et al., 1990; GETHING, SAMBROOK, 1992; CRAIG, 1993; MORIMOTO, 1993;
STUART et al., 1994; TERLECKY, 1994). Algumas classes de proteinas de
estresse sdo constitutivas, sendo denominadas de proteinas cognatas. As
proteinas cognatas sdo membros constitutivos de familias de proteinas de
estresse que funcionam em condicéo fisioldégica normal. Por exemplo, a Hsc70
€ uma proteina cognata da classe HSP70. As familias de proteinas com pesos
moleculares de 72 kDa, 73 kDa e 90 kDa correspondem as maiores classes de
proteinas de estresse expressas pelo organismo (WELCH et al., 1993).

Sobre a atividade das proteinas de estresse em situacdo de exercicio fisico
pouco se sabe ainda. Muitas condi¢cdes bioquimicas e fisioldgicas, juntamente
com a elevagdo de temperatura, poderiam estimular a expressédo de proteinas
de estresse no exercicio, dentre elas deplecdo de glicose, hipoxia,
concentraco intracelular de Ca** elevada e decréscimo de pH (LOCKE et al.,
1990). Existem evidéncias também que espécies reativas de oxigénio (EROS),
numa condicdo de estresse oxidativo, poderiam também participar como
sinalizadores na sintese de HSPs (WELCH, 1992; ANTUNES NETO et al.,
2006). O estresse oxidativo no exercicio fisico caracteriza-se pelo aumento da
producdo de EROs por vias mitocondriais, pela ativacdo da enzima xantina
oxidase, pela ativacdo de eventos inflamatérios e até pela formagdo de
peroxinitrito por intermédio de oxido nitrico (TIIDUS, 1998; REID, 1996;
JENKINS, GOLDFARB, 1993; SJODIN et al.,, 1990); porém, o quadro de
estresse oxidativo demanda uma queda acentuada da atividade dos sistemas
de defesa antioxidante, sobretudo das enzimas catalase e glutationa redutase e
dos niveis de glutationa enddégeno (ANTUNES NETO et al.,, 2006). Esta
condicdo pode levar ao ataque de regides celulares especificas, principalmente
fosfolipidios de membranas celulares e subcelulares, proteinas e DNA nuclear
e mitocondrial (HALLIWELL, GUTERIDGE, 1989).

Hernando e Manso (1997) relataram que ratos sedentarios submetidos ao
exercicio intenso tiveram aumentos significativos de HSP72 no musculo séleo.
Locke e colaboradores (1990) também mostraram que o0 estresse oxidativo
induzido por um exercicio exaustivo em esteira seria um estimulo suficiente
para induzir sintese de HSP72 e HSP90 em células do musculo soleo, do baco
e em linfocitos. Analisando também a condigdo muscular, Antunes Neto e
colaboradores (2006) propuseram que o aumento da expressdo de HSPs
poderia ser compreendido como um sistema secundario de defesa antioxidante
celular.

O objetivo deste estudo foi detectar, por técnica de “Western Blot”, a
quantidade de proteinas de estresse HSP70 induzida por um protocolo
intermitente que levasse a uma condicdo de “overreaching” e relacionar sua
expressao com os eventos de estresse oxidativo. O inovador deste trabalho é
propiciar a analise de HSPs no sangue, especificamente em leucdcitos totais, o
que possibilita a abertura de um novo campo de marcadores de estresse
oxidativo menos invasivos, em relacdo a realizagdo de bidpsias musculares. A
deteccdo de marcadores moleculares, como é o caso das HSPs, propicia
identificar uma condigcdo anterior & instalagdo de quadros lesivos que podem
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ser severos a um atleta, circunstancia que vem a validar este campo de
pesquisa.

Materiais e Métodos

Animais. Utilizamos ratos machos Wistar, obtidos do Centro de Bioterismo da
UNICAMP, com 2 meses de idade no inicio do protocolo de treinamento.
Durante toda a execugao do protocolo, os ratos foram mantidos em ambiente
controlado, com temperatura de 18-22°C e foto-periodo invertido de 12 horas,
estando providos de racdo de laboratorio e agua ad libitum. Os experimentos
foram aprovados previamente pelo Comité de Etica Animal da Instituicdo.

Proposta de Protocolo de Treinamento Intermitente/Intervalado para
Inducdo de “Overreaching”. O protocolo de exercicio intermitente ou
intervalado (Tabela 1) foi realizado em esteira computadorizada especifica para
ratos (LABEX), com -3° de inclinagcdo. As primeiras 4 semanas (S4) tiveram
aumento progressivo na velocidade e tempo de corrida; da quinta a oitava
semana (S8), houve manutencdo da carga de corrida obtida em S4; nas
semanas 9, 10 e 11 ocorreram 2 (2x/dia), 3 (3x/dia) e 4 (4x/dia) sessOes diarias
de corrida, respectivamente.

Preparo das Amostras dos Ensaios de Estresse Oxidativo. Apds o animal
ter sido anestesiado com hidrato de cloral (10%) via intraperitoneal, realizamos
uma seccado abdominal de forma que pudéssemos alcancar a veia hepatica e
coletar todo o sangue possivel, que era depositado em tubos heparinizados.
Para o preparo das amostras, 2/3 do sangue total obtido de cada animal foram
reservados para o isolamento dos leucécitos totais, adicionando Histopaque
(1119 - SIGMA Diagnostics). Plasma e heméaceas foram obtidos apoés
centrifugacdo, por 10 min a 3000 rpm, do sangue restante. As heméacias foram
lavadas com solucéo gelada de tampéo fosfato 0,1M com NaCl 0,9%, pH 7,4, e
centrifugadas a 3000 rpm, desprezando-se em seguida o sobrenadante.

Tabela 1 - Protocolo de treinamento intermitente para inducdo de
“overreaching” (protocolo elaborado pelos pesquisadores do LABEX).
) Tempo do Ndmero de
Velocidade ] Pausa Numero de
Semanas ) Exercicio ] . sessOes
(m/min) . (min) Repeticbes o
(min) diarias
1 20 5 2 4 1
2 30 2,5 1 4 1
3 32,5 2,5 1 6 1
4 35 2,5 1 6 1
5a8 35 2,5 1 6 1
9 35 2,5 1 6 2
10 35 2,5 1 6 3
11 35 2,5 1 6 4
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Dosagens Enziméticas

Creatina Quinase. A dosagem deste parametro foi realizada
espectrofotometricamente em abosorvancia de 334 nm (Boehringer Mannheim
MPR 3 kit CK NAC-activated), através de 50 uL de plasma misturados com a
solucéo reagente.

Aspartato Transaminase. As andlises de aspartato transaminase (AST) foram
realizadas no aparelho Autolab PM 4000, através de kits de andlises clinicas
QUIMIAST (B6ehringer Mannheim).

Catalase. A preparacdo da amostra iniciava-se com a adicdo de 900 puL de
tampéo fosfato, pH 7.4, a 100 uL do hemolisado (1:1), obtendo-se, assim, uma
diluicdo 1:20 da amostra inicial. Deste hemolisado, 1 puL era adicionado ao meio
basico de reacdo, que continha tampéao fostato 50 mM, pH 7,0, e peroxido de
hidrogénio (H,O,) 10 mM. A medida da atividade da CAT ocorre através da
velocidade com que o H,0O; € reduzido pela acédo da enzima, provocando uma
diminuicdo no valor da absorbancia em 240 nm (AEBI, 1984). A unidade final
expressou-se em k/gHb/min.

Glutationa Redutase. O ensaio foi conduzido de acordo com Smith et al.
(1988). A preparacdo da amostra dava-se da mesma forma para a andlise de
CAT. Deste hemolisado, 5 pL era adicionado a um meio de incubacéo
contendo KH,PO,4 0,2 M e EDTA 2 mM, em pH 7,0. Adicionavamos, ainda, para
a ocorréncia da reacéo, 50uL de NADPH 2 mM, 250uL de DTNB 3 mM e 50uL
de GSSG 20 mM. A formacao de TNB foi acompanhada por espectrofotdmetro
(Beckman - modelo DU 640) a 412 nm de absorvancia. A unidade final
expressou-se em Ul/gHb/min.

Dosagem de Hemoglobina no Hemolisado. A determinacdo da concentracao
de hemoglobina (Hb) no hemolisado torna-se fundamental para a obtenc&o dos
valores finais das atividades das enzimas do sistema antioxidante. Os valores
foram obtidos através do método de Drabkin (BEUTLER, 1975).

Dosagens de Oxidacdes Celulares

Peroxidacdo Lipidica (TBARS). Um dos métodos para quantificagdo dos
produtos da peroxidacao lipidica € o método de analise da formacdo de
substancias plasmaticas que reagem ao acido tiobarbitarico (TBARS). Este
método consiste na andlise dos produtos finais da peroxidacao lipidica
(peroxidos lipidicos, malondialdeidos e demais aldeidos de baixo peso
molecular) que, ao reagirem com o &cido 2-tiobarbittrico (TBA), formam bases
de Schiff. Tais complexos sdo coloridos e sua concentracdo pode ser
determinada espectrofotometricamente a 535nm, ou por fluorescéncia a 515
nm de excitagdo e 555 nm de emissdo (YAGI, 1976). O calculo da
concentracdo de TBARS foi feito por meio de uma curva-padrdo de
tetraetoxipropano e os resultados foram expressos em nmol/mL de plasma.

Carbonilacdo de Proteinas. Os alcenos insaturados, produtos da peroxidacéo
lipidica como o 4-hidroxinonenal, podem reagir com os grupos sulfidrila
formando tioesteres, que possuem grupos carbonila. O método utilizado foi o
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proposto por Lafond e Paure (1995), onde o composto 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) complexa-se com os grupos carbonila das proteinas, formando bases
de Schiff que absorvem a 380 nm de comprimento de onda. As analises foram
realizadas em amostras de plasma e os valores expressos em pM.

Eletroforese para Deteccdo de Expressdo das Proteinas de Estresse em
Leucocitos Totais. As proteinas totais das amostras de leucdcitos foram
dosadas pelo método de Bradford (1976). A eletroforese em gel de
poliacrilamida foi realizada pelo método descrito por Laemmli (1970). O gel de
empacotamento tinha concentracdo de 5% de acrilamida, sendo 11% a
concentracdo do gel de separacdo (running gel). As placas eram preparadas
utilizando-se uma solucdo de acrilamida estoque (Bio Rad, CA, USA) a 30% e
N-N-metileno-bisacrilamida estoque (Bio Rad, CA, USA) a 0,8%, ambas
dissolvidas em &gua deionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore - Water
Corporation, MA, USA), filtradas em papel de filtro (Whatman namero 1) e
mantidas a 4°C em frasco ambar. As eletroforeses SDS-PAGE foram
realizadas em sistema SE 400 (16x14 cm) da Hoefer (CA, USA). A eletroforese
ocorria utilizando-se tampéao de corrida (Tris-HCL 0,025M, glicina 0,192M, SDS
0,1%, sendo o pH desta solugcdo nao acertado). A voltagem utilizada
compreendia 90V e 200V (SE-400) para o gel de empacotamento e gel de
corrida, respectivamente. O gel do sistema de placas foi corado com solucéo
de Coomassie Blue R-250 0,1% em &cido acético, metanol e agua na
proporcdo de 1:4:5 (v/v) durante trés horas. Em seguida, foi descorado em
solucdo de &cido acético, metanol e 4gua na proporgéo de 1:4:5 (v/iv/v). Para a
realizacdo do “Western Blot”, o gel ndo foi corado, passando diretamente para
o procedimento de transferéncia para a membrana de nitrocelulose.

Western Blot. A técnica de Western Blot permite que proteinas, separadas em
gel de poliacrilamida, possam ser transferidas e imobilizadas em membranas
de nitrocelulose ou PVDF. As bandas transferidas séo passiveis de analise por
autoradiografia, imunodetec¢do e eluidas para andlise de aminoacidos ou
sequéncia da cadeia polipeptidica (LEGENDRE, MATSUDAIRA, 1988). O
tampao de transferéncia foi preparado com 2,2g de 3-ciclohexil-amino-1-acido
propanosulfénico (CAPS) em 900ml de agua, com pH 11 acertado com NaOH
2N, e o volume final completado a 1 mL com 100mL de metanol. O gel foi
colocado sobre a membrana em suporte plastico e a transferéncia ocorria a
400mA por 60 min a 15°C em sistema refrigerado da série TE
(Hoefer,CA,USA). Para a imunodeteccdo, a membrana foi bloqueada com
tampéao (pH 7,6) Tris HCL 0,02M, NaCl 0,15M, Twen 0,05% (TBST), contendo
5% de leite em po6 desnatado, por 12 horas em agitacdo suave e, em seguida,
lavada 3 vezes com TBST (10 min cada lavagem) e incubada “overnight” com
anticorpo policlonal contra HSP70 (SPA-810, StressGen, Canada), diluicdo
1:1000 em TBST. Em seguida, lavavamos a membrana 3 vezes com TBST, por
10 min cada lavagem. Como segundo anticorpo, foi utilizado um anticorpo “anti-
rabbit” conjugado com peroxidase (Bio Rad, CA, USA) diluido 1:2000 no
tampao TBST, deixando-se incubar por 6 horas, seguido por 3 lavagens de 10
min com TBST. Para a revelacdo, diluimos 50mg do substrato 3-3’
diaminobenzidina em 50 ml de tampéao fosfato 0,1M com NaCl 0,9%, pH 7,4, e
adicionamos 1mL de peréxido de hidrogénio 30%. Esta solucéo foi colocada
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em contato com a membrana até a definicdo visual da banda protéica em
estudo. A reacao de revelacéo foi interrompida com a lavagem da membrana
por H,O destilada.

Analises Densitométricas. Andlises densitométricas foram realizadas para
quantificacdo das HSPs, utilizando-se o Sharp-Scanner para aquisicdo de
imagem e o programa “Image Master 1D Elite” (Amershan Pharmacia, Uppsala,
Suécia) para analise e processamento dos dados.

Andlises Estatisticas. As andlises estatisticas foram feitas através do
programa GraphPad Instat® (San Diego, CA). Utilizamos o teste ANOVA para
amostras pareadas e, como poés-teste, foi adotado o teste de Tukey. Valores de
P < 0.05 foram considerados significativos.

Resultados

Efeito do Treinamento Intermitente Sobre Biomarcadores de Alteragcéo
Muscular

A figura 1-A mostra que a liberacdo da enzima creatina quinase no plasma
acompanha o aumento da carga de treinamento, uma vez que obtivemos
elevacOes significativas em S4 (p<0.05), 3x/dia (p<0.01) e 4x/dia (p<0.001) em
relacdo ao grupo CO. Os valores de liberacdo de aspartato transaminase
(figura 1-B) também mostraram elevados em S8 e 3x/dia (p<0.05) e em 4x/dia
(p<0.01).

se (U/L)

100 . 7 7
co S4

04
2x/dia  3x/dia 4x/dia Cco S4 S8 2x/dia 3x/dia  4x/dia

Figura 1 - Concentracdo plasmatica das enzimas creatina quinase (U/L) — A e
aspartato transaminase (U/L) — B dos ratos submetidos a protocolo de
treinamento continuo por 8 semanas e ao aumento na frequéncia diaria de
corrida. Dados representados em média + desvio-padrdo (n = 8). Onde:
A=*p<0.05 CO vs. S4; **p<0.01 em relacédo a CO, S4, S8 e 2x/dia; **p<0.001
em relacdo a todas as analises. B=*p<0.05 em relacdo a todas as analises;
**pn<0.01 em relacdo a todas as analises.
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Efeito do Treinamento Intermitente Sobre Marcadores de Defesa
Enziméatica Antioxidante

A figura 2-A apresenta a atividade da enzima antioxidante catalase. Note que,
com o aumento da carga, em S4, hd elevacdo significativa da atividade
enzimatica (p<0.01), tal como uma estratégia de adaptacdo. O mesmo quadro
€ observado para a enzima antioxidante glutationa redutase (figura 2-B) no
mesmo periodo de treinamento. Com a proposta de inducdo de “overtraining”,
0s niveis enzimaticos sofrem queda drastica para as duas enzimas, com
decréscimos significativos para catalase em 2x/dia, 3x/dia e 4x/dia (p<0.01) e
para glutationa redutase em 2x/dia e 3x/dia (p<0.01) e 4x/dia (p<0.001). Os
dados de significancia foram calculados em relacdo ao grupo CO, mas, tal
como para todos os parametros estudados, as diferengas percentuais vistas
para cada momento tornam-se evidentes com o incremento da carda de
treinamento.

Catalase (K/gHb/min)
ona Redutase (Ul/gHb/min)
= .

8 2x/dia 3x/dia  4x/dia

Figura 2 - Atividade em hemolisado das enzimas catalase — A (k/gHb/min) e
glutationa redutase — B (U/gHb/min) dos ratos submetidos a protocolo de
treinamento intermitente por 8 semanas e ao aumento na freqiéncia diaria de
corrida. Dados representados em média = desvio-padréo (n = 8). Onde: A=
*p<0.01 S4 vs. CO; *p<0.001 em relagdo as demais andlises. B= *p<0.01 em
relacdo a CO, S4 e S8; **p<0.001 em relacdo a CO, S4 e S8.

Efeito do Treinamento Intermitente Sobre os Niveis da Proteina de
Estresse “HSP70”

Os niveis de deteccdo da proteina de estresse “HSP70” sofreram alteractes
significativas ao longo do desenvolvimento do protocolo. A figura 3-A mostra
que, com o aumento da carga de corrida, em S4, ha elevagdo significativa
(p<0.001) em relacdo ao grupo CO, com um decréscimo em S8, porém
mantendo-se ainda mais elevado do que os valores de referéncia controle
(p<0.01). Com o aumento progressivo nas sessdes diarias e no volume de
corrida (figura 3-B), notamos que houve grande expressdao de HSP70,
sobretudo nos momentos 3x/dia e 4x/dia (p<0.001).
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e e, e — w—

g 1

Proteinas “HSP70” detectadas
por “Western Blot”

., Wy PR TR S, Sxfdia

Densitometria (% em relacédo a S8)

— — oy == 4 M

Figura 3. Niveis percentuais e imagens de “western blot” das proteinas de
estresse “HSP70” em leucdcitos totais de ratos submetidos a protocolo de
treinamento intermitente por 8 semanas (A) e ao aumento na frequéncia diaria
de corrida (B). Onde: A= *p<0.001 CO vs. S4; **p<0.01 CO vs. S8; B= *p<0.01
S8 vs. 2x/dia e 3x/dia; **p<0.001 CO em relacdo as demais andlises. Nota: A
andlise S8 foi escolhida como padrdo de comparacdo das sessbes de
“overreaching” pelo fato de representar niveis de proteinas de animais
adaptados ao treinamento.

Efeito do Treinamento Intermitente Sobre Marcadores de Ataque
Oxidativo

A figura 4-A apresenta niveis de peroxidacao lipidica através do método de
dosagem de TBARS. Observa-se um aumento significativo (p<0.05) em 2x/dia
em relacdo ao grupo CO, com pico maximo (p<0.001) no momento de maior
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carga de corrida (4x/dia). Os valores para carbonilacdo de proteinas sao vistos
na figura 4-B. Note que houve uma mesma tendéncia de aumento tal como
para TBARS. Valores significativos (p<0.01) sdo notados nos momentos S4,
3x/dia e 4x/dia. Uma queda nos indices de oxidacdo protéica ocorreu em S8
(p<0.05), talvez em virtude da adaptacdo ao protocolo de treinamento.

as Carboniladas (uM)

] 2x/dia  3x/dia  4x/dia

Figura 4. Concentragdo plasmatica de TBARS - A (nmol/mL) e proteinas
carboniladas — B (uM) em ratos submetidos a protocolo de treinamento
intermitente por 8 semanas e ao aumento da frequéncia diaria do exercicio.
Dados representados em média + desvio-padrdo (n = 8). Onde: A= *p<0.05 S4
vs.CO; **p<0.001 4x/dia vs CO, S4, S8, 2x/dia. B= *p<0.01 em relacdo as
demais analises.

Discussao

Torna-se interessante iniciarmos pelas analises de alteracfes musculares (CK
e AST - Figura 1), para chegarmos a compreensao dos eventos de estresse
oxidativo e “overreaching”. Houve uma tendéncia de aumento na concentragéo
plasmatica de CK na analise da quarta semana de treinamento, refletindo a
elevacéo progressiva da sobrecarga. Contudo, a estabilizacdo da sobrecarga
induziu manifestou queda no valor médio para proximo do obtido para o grupo
CO. A analise da concentracdo de AST também demonstrou que tal enzima
possui liberacdo tardia no plasma em situacao de treinamento IT, sendo que o
pico obtido foi visto no momento da andlise da oitava semana (S8). Podemos
considerar que as alteracbes nas estruturas musculares surgidas sdo em
decorréncia do aumento no volume e intensidade do exercicio.

Sendo assim, quando os animais foram submetidos a uma estrutura mais
severa de treinamento, com incremento de sessfes de corrida no mesmo dia e,
desta forma, reducéo no tempo de recuperacéo, houve novamente uma grande
elevacdo na concentragéo plasmatica de CK, nas analises 3x/dia e 4x/dia, e de
AST, sobretudo na andlise 4x/dia. Esses aumentos suplantaram aqueles
obtidos nas andlises da quarta semana (para CK) e oitava semana (para AST).
Smith (2000) considera a hipétese de que a presenca constante de microlesdes
no sistema musculo-esquelético e sua persisténcia podem ser um indicio da
instalacéo da sindrome do “overtraining”.
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A deteccdo da sindrome do “overtraining” é uma tarefa dificil e complexa,
dependente da andlise de multi-fatores, sejam da ordem bioquimica, fisiolégica
ou comportamental. Porém, poucos séo os estudos na literatura que se utilizam
de protocolos intermitentes. Mas parece existir um consenso de que exercicios
realizados em alta intensidade (com predominio do metabolismo anaerobio) e
intercalados por pausas curtas (com predominio do metabolismo aerdbio)
possam simular um quadro de isquemia-reperfusdo (anoxia-reoxigenacéo), o
qual é conhecido como grande gerador de EROs (SJODIN et al.,, 1990;
ANTUNES NETO et al., 2006). Smolka e colaboradores (2000), neste
direcionamento, com dados obtidos em nosso laboratério, sugerem que
animais treinados por protocolo intermitente podem ser mais vulneraveis a uma
situacdo de estresse oxidativo em comparacdo a animais submetidos a
treinamento continuo. Apesar desta maior tendéncia relatada de o treinamento
intermitente instalar um quadro de estresse oxidativo, Hellsten e equipe (1996)
demonstraram, através de treinamento intermitente de ciclismo em humanos,
que € possivel a inducéo da elevacdo da capacidade anaerdbia de geracdo de
energia e, sobretudo, aumentar os niveis de protecdo enzimatica antioxidante
muscular. Vale novamente ressaltarmos que ha a necessidade de levarmos em
conta as diferencas entre os protocolos e os sujeitos de cada estudo.

Nossos resultados mostraram que o treinamento IT induziu uma discreta
elevacdo na atividade da CAT na quarta semana de treinamento, mantendo-se
ainda elevada, em relagdo ao grupo CO, na analise S8. Com 0 aumento no
namero de sessbes de treino, tanto CAT quanto GR (Figura 2) sofreram
guedas consideraveis de atividade, sendo que os grupos analisados tornaram-
se muito homogéneos. Isso reflete que houve uma influéncia latente e
abrangente a todos os animais dos niveis de estresse oxidativo alcancados
nessa fase severa do treinamento, impedindo uma resposta adaptativa
satisfatéria. Esses resultados novamente corroboram com a premissa de que a
modulacdo das enzimas antioxidantes € um evento dependente da
concentracdo e do tempo de exposicao celular frente as EROs (JI et al., 1990;
POWERS et al.,, 1994). O que nos fica claro, portanto, € que ha um limiar
adaptativo oOtimo para a ocorréncia de alteracdes favoraveis no sistema
antioxidante, pois o estimulo primario para tal ocorréncia € um aumento na
producdo de EROs. Se esse aumento ultrapassar um nivel satisfatorio, o
sistema entra em desbalanco e ha a instalacdo de uma situacdo de estresse
oxidativo. Um estudo de Barclay e Hansel (1991) afirma que a presenca de
EROs acelera fadiga muscular durante atividades que alternam alta intensidade
de exercicios e pausas recuperativas. Ao longo do tempo, podemos especular
que o efeito acumulativo dessas EROs pode vir a gerar uma impossibilidade de
recuperacdo do organismo e interferir na condicdo adaptativa do sistema
enzimatico antioxidante.

Fechando a andlise do sistema de defesa antioxidante, observamos que o
comportamento da expressdo de HSP70 (Figura 3). Em termos de
quantificacdo pela analise densitométrica, 0 aumento médio em expressdo na
quarta semana de treinamento foi extremamente significativo (p<0.001). Deve
ser ressaltado que os niveis de atividade das enzimas antioxidantes, na quarta
semana de treinamento, ndo sofreram aumentos tdo significativos em
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comparacao ao grupo CO. Esses resultados novamente sugerem que as HSPs
estariam atuando como um sistema protetor auxiliar ou secundario das
proteinas celulares danificadas oxidativamente. Os resultados da analise da
oitava semana sugerem gque ha uma resposta adaptativa na expressao das
HSP70, mediada pela atenuacdo dos niveis de ataque oxidativo e na
estabilizacdo da sobrecarga de treinamento. Nesse caso vale novamente
pontuar os pressupostos de Ryan e colaboradores (1991) e Antunes Neto e
colaboradores (2006), os quais sugerem que a quantidade de HSP70
sintetizada parece ser dependente da severidade do estresse submetido ao
organismo e do nivel celular de HSPs existente anteriormente a condicdo de
estresse. Esta resposta adaptativa, vista na andlise da oitava semana,
enquadra-se no conceito primério da literatura de “termo-tolerancia adquirida”
(GERNER, SCHENEIDER, 1975), o qual supfe que a sintese de HSPs torna-
se reduzida quando as mesmas sdo expostas a um segundo estresse térmico.

O conceito de “termo-tolerancia adquirida” também pode ser observado na
andlise 2x/dia (Figura 3-B). Nota-se que, quando comparamos essa analise
com a do grupo de animais adaptados (grupo S8, o qual classificamos nesta
analise como grupo CO, pois apenas havera “overreaching” em organismos
que passaram por uma estrutura de treinamento), ndo ha alteracdo nos niveis
expressos de HSPs. Isso significa que organismos adaptados a certas
condicOes de exposicao ao estresse desenvolvem estratégias de resisténcia a
uma segunda exposicdo até mais severa. Porém, com 0 aumento na
freqUéncia de corrida diaria, nas andlises 3x/dia e 4x/dia, houve uma resposta
diretamente proporcional entre sobrecarga e expressao de HSPs. Os aumentos
crescentes dos indices de ataque oxidativo com os decréscimos evidentes de
atividade das enzimas antioxidantes geraram uma condicdo de estresse
oxidativo que colaborou para uma maior expressao de HSPs.

Contudo, em situacbes severas de estresse, torna-se dificil compreender a
exata funcdo das HSPs. O dilema é compreender o seguinte paradoxo: a
elevacdo exacerbada da sintese de HSPs representa que a célula é capaz de
defender-se dos altos niveis de estresse por meio de seu aparato de sintese
nuclear ou que a super expressao de HSPs indica que esta havendo uma
danificacdo tdo drastica de proteinas a ponto de gerar um quadro de dificil
reversibilidade das respostas induzidas pelo estresse? Samali e Orrenius
(1998) indicaram que o acumulo de proteinas danificadas pode ndo somente
sinalizar a indu¢cdo de HSPs, mas também iniciar um programa de auto-
destruicao celular, conhecido como apoptose. A apoptose € um processo inato
e evolutivo pelo qual as células, sistematicamente, inativam seus componentes
estruturais e funcionais. Ocorre normalmente durante o desenvolvimento dos
organismos multicelulares através de um programa regulado geneticamente ou
durante alteracdes do sistema imunolégico. Condi¢cdes de estresse como calor,
radiacdo, hipoxia, oxidantes e exposicdo a metais pesados podem induzir o
programa apoptotico (EDWARDS, 1998; SAMALI, ORRENIUS, 1998; RAHA,
ROBINSON, 2001). No caso do nosso protocolo, os marcadores de estresse
oxidativo indicaram que houve uma progressdo drastica das alteracdes
celulares, podendo ser entendido que a expressao elevada das HSPs foi um
dispositivo a mais da célula em “denunciar”’ os niveis abruptos de estresse aos
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quais ela estava sendo submetida.

J& colocamos que houve um aumento nos niveis de ataque oxidativo no
momento do treinamento severo. Tanto as analises de PC quanto as de
TBARS (Figura 4) sofreram uma elevacao progressiva, em comparagao ao
grupo de animais treinados (S8), nessa fase do treinamento. O acréscimo em
sobrecarga de exercicios induziu um aumento na producdo de EROs, 0 que
resultou em dificuldade de modulacdo do sistema enzimatico antioxidante, com
uma efetiva queda de atividade das enzimas CAT e GR, e no aumento de
oxidacOes das estruturas lipidicas e protéicas. Analisando os resultados obtidos
no momento 4x/dia, podemos sugerir que houve a instalagdo de um quadro de
estresse oxidativo.

Outro momento onde detectamos elevacdo na concentracdo plasmatica de
TBARS e, sobretudo, de PC foi na analise da quarta semana. Essa condicéo
deve-se ao fato do aumento progressivo de intensidade, duracéo e frequéncia
de corrida: houve uma modulacdo positiva das enzimas antioxidantes
estudadas, o que ndo chega a refletir, portanto, uma situacdo de estresse
oxidativo. Valores de TBARS muito proximos daqueles obtidos pelo grupo CO e
uma sensivel qgueda na concentragdo plasmética de PC foram vistos na oitava
semana, sugerindo que os animais treinados estavam respondendo de forma
positiva aos estimulos do protocolo.

Concluindo, podemos inferir que o protocolo IT foi satisfatorio, até a analise da
oitava semana, para induzir adaptacdes positivas na capacidade antioxidante.
A continuidade de um treinamento com tais exigéncias pode ser um agravante,
pois a caracteristica metabdlica de isquemia-reperfusdo gerada nessa condicdo
de exercicio tende a induzir uma maior producédo de EROs. Isso pode conduzir
a uma situagdo mais pronunciada de estresse oxidativo e alteragoes
musculares graves, de dificil recuperacao.
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