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RESUMO

Para avaliar se diferentes intensidades de exercicio fisico interferem na imunodeteccéo de
HSP72 e HSP73 muscular, ratos Wistar machos foram submetidos a 20 minutos de exercicio
com diferentes cargas: 2% (G2), 4% (G4), 6% (G6) e 8% (G8) (% relativa ao peso corporal).
Amostras de musculo foram obtidas do gastrocnémio imediatamente ou 12 h ap6s uma sessdo
de exercicio agudo (AG) e 72 h apds 8 semanas de treinamento (TR). Foram analisadas as
varidveis expressao de HSP72, HSP73 e iINOS, atividade da citrato sintase (CS) e
concentracdo de glicogénio (para a realizacdo dessa analise o soleo e figado também foram
extraidos). Adicionalmente, creatina quinase (CK), lactato e glicose plasmaticos foram
mensurados a partir de amostras de sangue. HSP72 aumentou em resposta ao TR (G2/G4/G6
= p<0.01; G8 = p<0.05) e HSP73 imediatamente apdés AG (p<0.01) e em TR (G2/G6 =
p<0.01; G4 = p<0.05). INOS aumentou imediatamente (p<0.05) e 12 h ap6s AG (G4/G8 =
p<0.01; G6 = p<0.05). CS aumentou em TR (p<0.01) e CK ndo apresentou diferenca entre os
grupos. A glicemia caiu imediatamente apds AG (G6/G8 = p<0.05), o lactato aumentou
imediatamente apds AG (G2/G4 = p<0.05; G6 = p<0.01; G8 = p<0.001) e em TR (G2/G4/G6
= p<0.05; G8 = p<0.01) de acordo com a intensidade. A concentracdo de glicogénio foi
reduzida no gastrocnémio em AG (G2 = p<0.01 G4/G6/G8 = p<0.001) e aumentada em TR
(G6 = p<0.05; G8 = p<0.01). No séleo, foi reduzida imediatamente (G2 = p<0.05; G4/G6 =
p<0.01; G8 = p<0.001) e 12 h apds AG (G8 = p<0.05). No figado, foi reduzida imediatamente
(G4/G6 = p<0.05; G8 = p<0.01) e 12 h ap6s AG (G8 = p<0.05). Foi observada uma
correlagédo entre HSP72/HSP73 e com o glicogénio (r: 0.73 p<0.01/ r: 0.55 p<0.03) e CS (r:
0.79 p<0.0002/ r: 0.61 p<0.01). Esses resultados sugerem que 1) AG induz a imunodetecgéo
de HSP73 independente da intensidade; 2) TR induz HSP72 e HSP73 na mesma proporgéo
entre 0s grupos de intensidade moderada; 3) alta intensidade de exercicio reduz a
imunodeteccdo de HSP72 e HSP73 4) a inducdo de HSP70 ndo é afetada pela baixa
concentragdo de glicogénio muscular, embora possa ser induzida por uma sinalizagéo

decorrente da quebra deste metabdlito.



ABSTRACT

To examine whether different intensities of physical exercise affect HSP72 and HSP73
immunodetection in skeletal muscle, male Wistar rats performed 20 minutes of swimming
exercise at a workload corresponding to 2% (G2), 4% (G4), 6% (G6) and 8% (G8) (% relative
to body weight). Muscle was obtained from gastrocnemius immediately or 12 hours after
acute bout (AG) and 72 hours after 8wk of training (TR). The samples were analysed for
HSP72, HSP73 and INOS protein expression, citrate sintase (CS) activity and glycogen
content (for this analysis soleus and liver also were extracted). In addition, plasma creatine
kinase (CK), lactate and glucose was also measured from blood samples. HSP72 was higher
in TR (G2/G4/G6 = p<0.01; G8 = p<0.05) HSP73 immediately after AG (p<0.01) and in TR
(G2/G6 = p<0.01; G4 = p<0.05) iNOS increased immediately (p<0.05) and 12 hours after AG
(G4/G8 = p<0.01; G6 = p<0.05). CS was higher in TR (p<0.01) and CK not show difference
between groups. Glucose was reduced immediately after AG (G6/G8 = p<0.05) lactate was
higher immediately after AG (G2/G4 = p<0.05; G6 = p<0.01; G8 = p<0.001) and in TR
(G2/G4/G6 = p<0.05; G8 = p<0.01) according to intensity. Glycogen was reduced in
gastrocnemius immediately after AG (G2 = p<0.01 G4/G6/G8 = p<0.001) and was higher in
TR (G6 = p<0.05; G8 = p<0.01) in soleus was reduced immediately (G2 = p<0.05; G4/G6 =
p<0.01; G8 = p<0.001) and 12 hours after AG (G8 = p<0.05) in liver was reduced
immediately (G4/G6 = p<0.05; G8 = p<0.01) and 12 hours after AG (G8 = p<0.05).
Significant correlations were also observed between HSP72/HSP73 and both glycogen (r:
0.73 p<0.01/ r: 0.55 p<0.03) and CS (r: 0.79 p<0.0002/ r: 0.61 p<0.01). These data
demonstrated that 1) AG induces HSP73 protein appearance in an independent intensity
manner; 2) TR induces HSP72 and HSP73 in the same proportion between moderate intensity
groups; 3) high-intensity exercise causes impairment in HSP72 and HSP73 protein
immunodetection and 4) HSP70 induction not is affected by low glycogen concentration,

although it could be induced by glycogen broken signal.
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1. INTRODUCAO

Ao longo do processo evolutivo, organismos sofrem ajustes metabdlicos e funcionais a
fim de se adaptar as condigdes impostas pelo ambiente, necessitando de respostas rapidas e
eficientes diante de novos desafios, como forma de garantir sua sobrevivéncia. Um dos fatores
determinantes da sobrevivéncia celular € sua carga energética, monitorada por uma
combinacdo de reagbes que se adaptam conforme a demanda. O exercicio fisico é
sabidamente forte promotor do gasto energético, induzindo uma queda gradativa na
concentracdo de glicogénio intramuscular durante uma sessdo de exercicio moderado, que
previamente depletado no musculo gastrocnémio, promove uma forte elevacdo da forma
induzivel de HSP70 em sujeitos submetidos a um protocolo de exercicio concéntrico
prolongado (Febbraio 2002). Diferentes protocolos de exercicio fisico, incluindo exercicio
excéntrico, concéntrico ndo lesivo, aerébico ou resistivo sdo capazes de induzir a expressdo de
HSP70 no mausculo esquelético em grande magnitude (Thompson 2002; Febbraio e
Koukoulas 2000; Liu 1999). Contudo, a duracao e intensidade do esforco fisico sdo fatores
determinantes no aumento intramuscular de HSP70, que ocorre tdo logo ap6s 2 horas do
inicio de uma sessdo de exercicio agudo (Walsh 2001).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

AlteracGes funcionais e estruturais sdo reacfes bioldgicas comumente observadas apds
evento estressante. A resposta do organismo como um todo vai depender da intensidade e
duracdo do estimulo estressor, sendo algumas vezes insuficiente para combater os danos
sofridos, necessitando do auxilio de mecanismos de protecédo ativados durante tais episodios.
Nesse sentido, as proteinas de choque térmico (HSPs) apresentam um papel importante em
casos de comprometimento da homeostase celular. Essas proteinas sdo formadas por uma
sequencia gendmica altamente conservada entre espécies, podendo ser encontrada em
organismos eucariotos e procariotos. Isso demonstra a extrema importancia dessas proteinas
ao longo do processo evolutivo, sendo estas originadas a mais de 2 bilhdes de anos. Sua
expressdo é dependente de um estimulo de estresse quimico, ambiental ou fisioldgico,
induzindo a ativacdo de seu fator de transcricdo (HSF) através de um processo denominado
trimerizacdo. Esse processo constitui-se da conversdo da forma monomerica inativa do HSF
em um heterocomplexo habil em ligar-se ao DNA com alta afinidade. Nos mamiferos, a
familia de HSFs é representada por quatro membros: HSF-1, HSF-2, HSF-3 e HSF-4, que
agem de forma muito semelhante e apresentam padrOes especificos de expressdo em
diferentes tecidos. Dentre eles, 0 HSF-1 é o principal regulador desse ciclo em vertebrados,
onde é constitutivamente expresso nos principais tecidos e tipos celulares. Em situacdo de
repouso, o0 HSF-1 encontra-se no citoplasma complexado com proteinas de choque térmico de
70 kDa e 90 kDa, dissociando-se deste fator apos estimulo estressor. Quando no nucleo, o
HSF-1 é responsavel por ligar-se a uma sequencia de elementos de choque térmico (HSE) a
qual interage com os genes da HSP resultando na ativacdo transcricional e sintese destas
proteinas. Entretanto, niveis elevados de HSP70 e HSP90 podem impedir o processo de
trimerizacéo ou agir diretamente na capacidade de ligacdo desse fator ao DNA (Santoro 2000;
Akerfelt 2010). O mecanismo regulador desta resposta inibitdria ainda ndo esta totalmente
esclarecido, entretanto o feedback negativo originado dos produtos dependentes da transcrigéo
do HSF-1 demonstram um importante passo no controle desse ciclo, sendo a resposta ao
choque térmico (do inglés heat shock response) ajustada conforme o estimulo. Diferencas na
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expressdo de HSPs encontradas entre populages e tecidos ndo sdo causadas somente por uma
regulacdo molecular, mas também devido a uma capacidade natural das células em responder
ao estresse de acordo com a necessidade. O acumulo e aumento na capacidade de sintetizar
essa proteina ocorrem apos exposicao a alteracdes sistémicas, conferindo tolerancia celular ao
estresse. Essa plasticidade aparece através de mudangas ocorridas na atividade do HSF-1,
sendo seu pico de ligagdo ao DNA ajustado apds tratamento de choque térmico com
temperaturas crescentes (Feder 1996; Krebs 1999; Buckley and Hofmann 2002). Essa
adaptacdo ocorre ao longo da vida e pode ser transmitida por geracdes, visto que a deficiéncia
do gene das HSPs induz alteracdes hereditarias em fibras musculares de mamiferos (Sugimoto
2003).

As HSPs sdo classificadas e divididas em familias de acordo com o peso molecular (ver
tabela 1). Estas apresentam localizacdo e fungdo especifica nas células. Recebem atencgéo
particular, as proteinas encontradas entre 66-78 kDa (HSP70) devido a sua alta expressdo em
mamiferos. A HSP70 pode ser representada por duas isoformas, a constitutiva (HSP73 ou
HSC70) presente nas celulas em situacdo basal, e a HSP72 sintetizada rapidamente em
condicOes de estresse (Heck 2008). Essa chaperona molecular reconhece e liga-se a proteinas
sintetizadas, dobradas ou localizadas de forma inapropriada, auxiliando na restauracdo da
estrutura e funcdo natural destas, além de manter a integridade de componentes celulares

como membrana plasmatica, mitocondria e nucleo (Feder and Hofmann 1999).

NUMERO DE GENE
NOME OUTROS NOMES AMINACIDOS | CODIFICADOR | FORMA DE INDUGAO PRINCIPAIS FUNCOES
HSP110 HSP105; HSP105A; 840-858 aa HSPH1 Choque térmico; Isquemia; HSP110 confere resisténcia celular ao calor e
HSP105B; antigen apresentam funcdo chaperona, reduzindo a
NY-CO-25; agregacdo proteica. Age como um eficiente
fator de troca de nucleotideo (NEF) para
atividade citossolica das Hsp70s.
GRP94 HSP90B1;ECGP; 803 aa HSPC4a Privagdo de glicose; lonéforo | Abundante em células secretorias, estd
GP96; de célcio; Estrogénio; IFNa-y; | presente no limen do ER. Previne agregacéo
TRAL; IL-6; Privacdo de oxigénio; | proteica. 50% homologo da HSP90.
Hipoxia; Anoxia; UV;
HSP90 HSP90AA1L; HSPN; 732 aa HSPCla Choque térmico; Frio; Fatores | Ambas isoformas da Hsp90 (Hsp90a e
LAP2; HSP86; (HSP900) de crescimento;  Hipoxia; | Hsp90pB) sdo requeridas para a diferenciagdo
HSPC1; HSPCA; 724 aa Glicocorticoides; Estradiol; | e maturacdo celular, encontrada em grande
Hsp89; HSP89A, (HSP90B) Prostaglandina Al; Insulina; | quantidade no  citoplasma, apresenta
HSP90A; HSPION; IL-4; IL-6; Privagdo de | atividade chaperona. Intermediaria no
HSPCAL1; HSPCAL4 glutationa; Sal; Hipoxia; | remodelamento  proteico apds estresse,
Infeccdo; Alcool; auxilia na estabilidade da estrutura celular.
Interage com diversas co-chaperonas que
modulam o reconhecimento de substratos,
ciclo ATPase e funcdo chaperona desta
proteina.
GRP78 BIP; MIF2; HSP78; 654 aa HSPA5 Privagdo de glicose; Frio; | Previne agregagdo proteica no ER e liga-se a

FLJ26106;

Congelamento; lon6foro de

proteinas  desnaturadas retardando  sua
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GRP75

HSP72

HSP70B’

HSP73

HSP60

HSP40

HSP27

o/p
cristalina

HSP10

HSPA9B; MOT;
MOT2;

PBP74; mot-2; CSA,
MTHSP75

HSPAL; HSP70I;
HSPA1B; HSP70-1;
HSP70-1A; HSP70

Heat shock 70 kDa
protein B'; Heat shock
70kD protein 6
(HSP70B")

HSC70; HSCT71;
HSP71;
HSC73

Cpn 60; GroEL

HSPF1; DNAJL,
HDJ1

CMT2F; HMN2B;
HSP28; HSP25;
HS.76067;
DKFZp586P1322

CRYAA, CRYAl/
CRYAB; CRYA2

EPF; Cpn 10; GroES

679 aa

641 aa

643 aa

587 aa

573 aa

340 aa

205 aa

175 aa

102 aa

HSPA9

HSPALA

HSPA6

HSPA8

HSPD1

DNAJB1

HSPB1

HSPB4a/
HSPB5a

HSPE1

célcio; UV;

Privacéo de glicose; lonéforo
de célcio; UV;

Choque térmico; Frio; Seca;
Metais pesados; Salt; Ozone;
Hipoxia; Anoxia; Isquemia;
Infeccdo; Inflamagdo; UV;
Alcool;  Hiperosmolalidade;
Exposicdo a toxinas;
Anestésicos;  Prostaglandina
Ciclopentendnica; Insulina;

Choque térmico;

Choque térmico; Seca;
Hipoxia; Isquemia;

Choque térmico; Frio; Luz;
Ozbdnio; Anoxia; Infeccéo;

Choque térmico;

Choque  térmico;  Estresse
oxidativo;  Isquemia;  Frio;
Estrogénio; Infecgdo; Anoxia;
Glicocorticoides;

Choque térmico;

Glicocorticoides;

Choque térmico;

liberagéo até completo dobramento.

Previne agregacdo proteica, apresenta papel
importante na proliferacdo celular, resposta
ao estresse, facilitando o correto dobramento
de proteinas presentes na mitocondria.

Rapidamente induzida durante estresse, essa
protein apresenta fungdo citoprotetora e anti-
inflamatéria, reconhecendo e ligando-se a
proteinas sintetizadas, dobradas ou
localizadas de forma inapropriada, mantendo
a integridade dos componentes celulares.

Isoforma da HSP72. Juntas, séo as principais
HSPs induzidas apés choque térmico. Seu
gene interage de forma seletiva e ndo
covalente com o ATP e nucleotideos.

Constitutivamente expressa, essa protein é
encontrada no citoplasma em situagfes
basais, capazes de se ligar a polipeptideos
para facilitar seu dobramento correto.

Previne o desdobramento e agregacdo de
polipeptideos gerados na matriz
mitocondrial. Estimulada pela ligacdo da
HSP10.

Co-chaperona requerida na catalise de
reacdes, funcionando como fator de troca de
nucleotideo na atividade ATPase da HSP70.

Chaperona molecular, previne o agregagdo
de proteinas mal sintetizadas ou dobradas de
forma irregular, interagindo com mecanismos
reguladores da morte celular. Associada a
filamentos, mantém a estrutura das células.

Similar a HSP27.

Facilita o dobramento de proteinas de forma
ATP-dependente. Associada a HSP60 pode
induzir protecdo as funcbes mitocondriais.
Previne apoptose e morte celular.

Tabela 1. Classificagao das proteinas de choque térmico, divididas em familias de acordo com
o peso molecular.

2.2 0 EXERCICIO FiSICO COMO INDUTOR DE HSP70: PAPEL DA
CONTRACAO MUSCULAR E ALTERACOES NO FLUXO ENERGETICO

A inducdo de HSP70 no masculo esquelético tem como papel primordial restaurar as

funcdes normais deste tecido, bem como conferir protecdo a células prejudicadas em

decorréncia de alteracbes e danos sofridos ap0Os estresse, particularmente, no tocante a

desnaturacdo de proteinas que pode ocorrer durante o exercicio. Esse fendbmeno tem sido

observado como efeito resultante da préatica de diferentes tipos de exercicio fisico (Thompson
2002; Febbraio MA e Koukoulas 2000). Uma vez que membros da familia das HSP70
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promovem a facilitacdo do transporte de proteinas para a mitocondria, melhora na integridade
estrutural e no fluxo energético dessa organela, o contetido de HSP72 tem sido correlacionado
com o0 aumento na capacidade oxidativa de células musculares. Diversos trabalhos tém
demonstrado a relacdo dos elevados niveis desta proteina no musculo esquelético com o
aumento na atividade de enzimas mitocondriais apo6s curto periodo de treinamento (Atalay
2004; Bruce 2003). A expressdo de HSP70 apresenta comportamento distinto entre fibras
musculares, respondendo ao treinamento com mais eficiéncia nas fibras rapidas do tipo 11B
apos uma sessao de exercicio moderado, embora o conteudo basal desta proteina seja maior
nas fibras lentas do tipo | (Atalay 2004). A atividade contratil per se é capaz de induzir um
aumento significativo no contetdo de HSP72 em mdasculo isolado independente de outros
estimulos, demonstrando que esse fendmeno pode ser induzido por alteragdes caracteristicas
da contracdo muscular. Além disso, 0 aumento no conteudo intramuscular desta proteina tem
sido associado com a melhora no processo de acoplamento excitacdo-contracdo (Stary 2008;
Nosek 2000). Esta bem estabelecido que a propagacao de um potencial de acdo e consequente
despolarizacdo da membrana eleva os niveis de calcio no tecido muscular. Em linhagem de
celulas musculares, essa resposta ocorre de forma concomitante com o aumento na expressao
do gene e conteudo proteico de HSP70 em até 4 horas ap6s estimulo elétrico, efeito
blogueado na presenca de inibidores desse ion (Jorquera 2009). A HSP70 induzida por outros
estimulos estressores como o0 choque térmico, também tem sua expressao atenuada quando o
conteudo intra ou extracelular de célcio sdo diminuidos. Contudo, a via pela qual esse efeito
ocorre parece sofrer alteragdes na presenca de inibidores de proteinas quinase, onde a proteina
quinase C-a (PKCa) tem sido sugerida como mediadora no processo de ativagdo do HSF-1,
por aumentar a translocacéo e sintese desse fator em estudos com diferentes tipos celulares
(Yamamoto 1994; Jorquera 2009; Holmberg 1998).

Os mecanismos pelos quais 0 HSF-1 é regulado ndo estdo completamente esclarecidos.
Entretanto, acredita-se que ele seja parcialmente controlado por um dominio localizado entre
0s aminoacidos 221 e 310 em um processo de fosforilagdo no residuo de serina especifica
(Ser303 e 307) (Kline e Morimoto 1997). Um dos mediadores dessa modulacdo é a proteina
glicogénio sintase quinase-3 (GSK3), a qual regula negativamente o fator de transcricdo da
HSP70 mantendo-o em sua forma inativa no citossol. Quando submetidas a 30 minutos de
choque térmico (45°C), células transfectadas com GSK3p e HSP70-Luciferase apresentam
uma alteracdo no padrdo de colocalizagdo do HSF-1, manifestando uma répida disperséo
desse fator do nucleo, onde sua atividade de ligacdo ao DNA ocorre somente 6 horas apos

15



cultura & 37°C (Bin He 1998). GSK3 € uma serina/treonina quinase associada a diversos
processos metabdlicos, dentre eles a inibicdo da enzima glicogénio sintase (GS). Durante a
pratica de exercicio fisico agudo, a atividade da GSK3 € diminuida em torno de 30% no
musculo vasto lateral, concomitantemente com um forte aumento na ativacdo da proteina
quinase B (PKB/AKT) via fosforilagdo da serina 473, (Sakamoto 2004), também observada
em in situ e in vitro na resposta a contra¢cdo muscular de diferentes tipos de fibra. Porém, o
tratamento com inibidores de AKT ndo demonstram ser suficientes para atenuar a inibicao de
GSK3u>*?Y/p%" e a atividade da GS apds estimulo da contragdo muscular, demonstrando que
existem outras vias capazes de inibir GSK3 durante o exercicio fisico. Portanto, a sinalizagdo
intramuscular pode ser induzida pelo préprio processo de contragdo visto que, a sinaliza¢do
hormonal por insulina, € altamente dependente da via PI3K/AKT para induzir esses mesmos
efeitos (Sakamoto 2002).

Um dos fatores determinantes da sobrevivéncia celular é sua carga energética,
monitorada por uma combinacdo de reacdes que se adaptam conforme a demanda. O
exercicio fisico é sabidamente forte promotor do gasto energético onde, no mdsculo
esquelético, € representado pela diminui¢do na concentracdo de glicogénio de forma gradativa
durante uma sessdo de exercicio moderado, causando alteragdes na relacdo ATP/ADP
intramuscular. O aumento na expressao do gene de HSP72 ocorre tempos mais tarde em que a
concentracdo do glicogénio muscular é reduzida a niveis muito baixos durante exercicio
prolongado. Esses individuos foram submetidos ao exercicio de cicloergdmetro de intensidade
moderada, sendo este executado até a exaustdo. 40 minutos antes do ponto de fadiga, a
expressao do gene de HSP72 foi fortemente aumentada, concomitante com uma redugdo em
torno de 10x da concentracdo inicial de glicogénio. Interessantemente, os niveis de lactato
plasmatico haviam retornado aos niveis de repouso, muito provavelmente pelo aumento de
sua utilizacdo pelo tecido hepatico como resposta ao evento hipoglicemiante encontrado em
individuos sedentarios submetidos ao estresse fisico, demonstrando que os niveis de lactato
ndo interferem nem influenciam na resposta dessa proteina ao estresse. Outro dado relevante
sobre o controle sisttmico na expressdo de HSP muscular é que durante a execugdo do
exercicio, a temperatura dos individuos se manteve constante até o final do mesmo, sendo esta
portanto, uma variavel descartavel na influéncia desta resposta durante a pratica do exercicio
(Febbraio e Koukoulas 2000). Estd demonstrado que a reducao prévia da glicemia é capaz de
induzir a expressdo de proteinas de choque térmico, assim como a expressdo do gene de HSP
é estimulada no musculo esquelético durante exercicio quando as concentracdes de glicose
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sdo comprometidas. Interessante pensar que a sinalizacdo que liga ambas, queda da glicemia e
aumento na expressdo de HSP70 intramuscular, pode ser a prépria utilizagdo do glicogénio
muscular, considerando que sujeitos submetidos ao exercicio extenuante tém a queda na
concentracdo de glicogénio atenuada quando suplementados com glicose (Febbraio 2002). E
ainda, a ingestdo de glicose durante 120 minutos de exercicio moderado induz alteraces no
padrdo de utilizacdo das vias energéticas. Com o aumento da glicose plasmaética, a captacéo
muscular deste metabolito aumenta nos sujeitos suplementados, enquanto que nos demais
individuos 0 aumento ocorre na concentracdo e captacdo de acidos graxos livres por esse
tecido durante o exercicio (Febbraio 2003). Foi recentemente demonstrado que o masculo
esquelético de sujeitos com o glicogénio previamente depletado apresenta um aumento
consideravel na inducdo do gene e contetido proteico de HSP72 apds uma sessao de exercicio
fisico ndo lesivo (Febbraio 2002). Chama atencdo neste estudo o fato de a expressdo de
HSP72 nédo sofrer alteracBes nos individuos controle apds o exercicio, considerando que a
expressdo de HSP72 dobrou naqueles com baixo glicogénio muscular (Febbraio 2002).

O mecanismo molecular responsavel pela ligacdo entre a expressdo de HSP70 e o
aumento do fluxo energético ainda ndo esta claro. Entretanto, as alteracfes ocorridas na
relacdo ATP/ADP funcionam como um sinal na ativacdo de proteinas como o0 AMPK, capaz
de fosforilar GSK3p diminuindo sua ativagdo (Choi 2010). O AMPK também é ativado pela
elevacdo nos niveis de Ca’* durante a contragdo muscular através da Ca/calmodulina
(CaMKK) em uma via dependente de LKB1. Sendo assim, a ativacdo do AMPK por
intermediarios resultantes da contracdo muscular, pode funcionar como um estimulo para a
inducdo de HSP70 atraves da inibicdo de vias reguladoras do HSF-1 (Figura 1). Além disso,
HSP70 apresenta alta afinidade aos seus substratos na presenca de ADP, compreendendo a
cooperacdo de co-chaperonas para a catalise destas reacdes, ndo observadas na presenca de
ATP. A ligacdo de ATP promove uma rotacdo de dois principais subdominios da HSP70,
aproximando-os e estabilizando uma conformacéo fechada, que por fim, estimula a abertura
do dominio de ligagdo de substrato C-terminal (SBD) dessa proteina, resultando na liberago
de polipeptidios e subsequente diminuicdo da atividade chaperona da HSP70 (Woo 2009).
Portanto, o préprio estresse causado pelo deficit de energia e consequente diminui¢do do ATP
intramuscular durante o exercicio fisico funciona como um sensor no estimulo da atividade de

HSP70, diretamente envolvida com caminhos relacionados ao controle metabdlico celular.
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Figura 1. Indugdo de HSP70 por fatores caracteristicos da contragao muscular. O exercicio fisico é
sabidamente capaz de provocar alteragdes sistémicas e assim induzir a expressao intramuscular
de HSP70. Entretanto, sabe-se que a contracdao muscular per se é suficiente para provocar esse
fendmeno. A despolarizacdo da membrana resulta na eleva¢do dos niveis de Ca2, atividade da
AKTS*"73 seguida pela fosforilagdo da GSK3a®e?!/B%¢, também inibida por AMPK. O AMPK por sua
vez, é ativado pela deplecdo do glicogénio e liberagdao de Ca2 durante a contragao muscular em
um caminho dependente de LKB1. Isso induz o aumento na atividade de HSF-1 e sintese da
proteina de choque térmico de 70kDa (HSP70).

2.3 HSP70 E INFLAMACAO

NF-«xB é um fator de transcricéo originalmente descoberto em linfocitos B, essencial para
diversas sinalizacdes da resposta inflamatdria, funcdo imune, ativacdo de células endoteliais e
controle do crescimento celular (Barnes and Karin 1997). O NF-«B é normalmente localizado
no citoplasma ligado a uma proteina inibitoria chamada 1kB. Uma variedade de estimulos
inflamatorios podem utilizar um caminho de sinalizacdo especifica, habil em inativar 1xB
atraveés da fosforilacdo do mesmo por 1kB quinase (IKK) induzindo sua degradacdo. Desta
forma, o NF-«B é liberado, possibilitando sua translocacdo ao nucleo e consequente ligagédo
ao DNA, na qual ¢é efetivamente responsavel pela expressao de genes inflamatérios (Ghosh
1998; Snyder 1992). Os genes-alvo incluem os da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), da 6xido-
nitrico sintase induzivel (iINOS), de diversas citocinas inflamatorias e quimiotaticas,
receptores de citocinas, moléculas de adesao celular, assim como genes virais (Santoro 2000).
O complexo IKK é composto por duas subunidades: IKKao e IKK, os quais dependem da
presenca do IKKy para devida interacdo. HSP70 pode prevenir o desenvolvimento de diversas
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doencas consequentes de inflamacdo cronica por desnaturar IKK através de uma ligagdo
direta com IKKy (Ran 2004), tendo em vista que camundongos obesos apresentam um
aumento na taxa de fosforilacdo do IKKo/p (Ser180/181), completamente revertido em
camundongos transgénicos HSP72°/* (Chung 2008). HSP72 também tem um papel
importante na regulacdo da atividade do NF-kB ndo somente por atuar sobre o complexo
IKK, mas também por ativar IkB em tecidos como o musculo esquelético (Ohno 2010). Outro
mecanismo sugerido é através de uma possivel inibicdo competitiva provocada pelo HSF-1,
diminuindo a capacidade de ligacdo do NF-xB ao DNA quando ativado (Song 2008). Essa
regulacdo pode limitar a expressdo de intermediarios da cascata inflamatéria como a iNOS,
visto que sua ativacdo é fortemente estimulada pelo NF-xB (Griscavage 1996; Zou 2008).
Células transfectadas com HSP70 apresentam a expressao do gene da iNOS diminuida apds
estimulo estressor, restringindo a producéo e liberacdo de NO por estas células (Song 2008).
IKK e NF-xB também respondem por outras quinases como p38MAPK, componente
central na resposta ao estresse podendo induzir diversos danos as células. p38 é ativada por
fosforilagdo na Thrl80/Tyrl82, e é capaz de estimular a atividade do NF-xB mesmo na
auséncia de IKK (Jijon 2004). A inducdo de HSP72 pode comprometer a atividade da p38 em
diferentes situacGes. Em coracdo isolado a taxa de fosforilacdo da p38 cai pela metade em
resposta a isquemia (Pantos 2001) enquanto que em linhagens celulares, sua atividade é
fortemente diminuida apds tratamento com diferentes estimuladores de HSP72 (Gabai 1997).
Estudos prévios indicam que a acdo anti-apoptdtica da HSP72 tem alvos especificos como a
sinalizacdo para ativacdo de c-jun NH,-terminal quinase (JNK), proteina induzida por
diferentes estimulos de estresse (Yaglom 1999). SituacGes de desafio como exercicio fisico ou
tratamento com choque térmico induzem o bloqueio de mediadores da resposta inflamatéria
como JNK e IKK no musculo esquelético (Gumpt 2009). Efeitos provocados pelo aumento na
taxa de fosforilacdo de JNK como intolerancia a glicose e resisténcia a insulina, séo atenuados
ou completamente revertidos apos tratamento com choque térmico (Chung 2008). O
mecanismo de inibicdo do JNK responde rapidamente e de forma dose-dependente em
linhagens de células NIH 3T3 de fibroblastos previamente chocadas. Entretanto, essa
regulacdo ndo sofre interferéncia das vias de estimulacdo do JNK tais como MEKK1, SEK1 e
outras MAPKSs como Erk e p38, mas sim através de uma interagdo direta entre JNK1 em um
dominio especifico da HSP72. Essa interacdo induz uma diminuicdo na atividade de JNK bem
como a interagcdo com seu substrato c-jun (Park 2001a; Park 2001b). Mecanismos adicionais

incluem a habilidade da HSP72 em interferir na cascata de fosfatases de JNK (Geiger 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico na expressdao de HSP72,
HSP73 e iINOS do musculo esquelético de ratos, bem como a relagdo destes parametros com

as alteragdes encontradas na concentragdo de glicogénio em resposta ao treinamento fisico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e verificar o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico de natagdo na expressao de
HSP72, HSP73 e iNOS do gastrocnémio extraido de ratos sedentarios imediatamente e 12

horas ap0s uma sessao de exercicio.

o verificar o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico de natacdo na concentracdo
de glicogénio do gastrocnémio, soleo e figado extraido de ratos sedentarios imediatamente e

12 horas apds uma sessdo de exercicio.

e verificar o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico de natagdo na expressao de
HSP72, HSP73 e iNOS do gastrocnémio extraido de ratos treinados.

e verificar o efeito de diferentes intensidades de exercicio fisico de natacdo na concentracéo

de glicogénio do gastrocnémio, séleo e figado extraido de ratos treinados.

e Estabelecer a relacéo entre as diferentes intensidades de exercicio fisico agudo, bem como a
resposta ao treinamento na expressdo de HSP72, HSP73, capacidade oxidativa muscular e as
alteragOes encontradas na concentracgdo de glicogénio em diferentes tecidos relacionados com

a producao e utilizacdo energeética.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados neste estudo, 160 ratos Wistar (Rattus norvegicus, var. Albinus) machos
de 250-350g obtidos junto ao CREAL do ICBS/UFRGS, mantidos em biotério setorial
referente as unidades de pesquisa dos departamentos de Fisiologia e Farmacologia, que se
encontra no prédio do ICBS. Foram divididos cinco animais por caixa de polipropileno
(33x17x40 cm), sob iluminacdo com ciclo de claro/escuro de 12 h, temperatura de 22+2°C.
Os animais receberam agua e racdo ad libitum. Este trabalho foi realizado de acordo com as
recomendacdes das Normas Internacionais de Protecdo aos Animais (Hoff 1980), e do Codigo
Brasileiro de Experimentacdo Animal - 1988, em conformidade com o Guia de Cuidados e
Utilizacdo de Animais de Laboratério do National Institutes of Health (NIH). Os animais
foram mortos por decapitagdo com uso de guilhotina para roedores observados os cuidados

éticos para minimizar riscos e sofrimentos dos animais.

A morte dos animais por decapitacdo ocorreu em um ambiente separado do laboratorio,
local onde ficaram os demais animais a serem submetidos a eutanasia. O método escolhido
para eutanasia baseia-se no fato deste ser um método eficaz, que induz a perda imediata de
reflexos, além de produzir mudancas fisiolégicas minimas nos tecidos. Considerando a
necessidade de obtencdo de sangue periférico e realizacdo de analises celulares e bioquimicas,
nenhum anestésico ou outra substancia foi injetado nos animais por ocasidao da decapitacdo. O
indice de severidade para a morte é sem recuperacdo. O indice de severidade para 0 manuseio,
nado e treinamento dos animais é considerado como moderado, ja que 0s animais ndo foram
forcados a realizar exercicios a exaustdo. A morte dos animais sob anestesia, apesar de
desejavel, era incompativel com nossos experimentos pois todos 0s anestésicos comumente
utilizados em estudos com animais experimentais levam a uma intensa hiperglicemia em
roedores (Brown 2005; Saha 2005). Além disso, esses anestésicos interferem nas funcdes das
células envolvidas na produgdo de hsp70, como os mondcitos (Chang 2005). Considerando-
se, ainda, que as concentra¢des plasmaticas do principal objeto molecular do estudo (hsp72) é
extremamente afetada (reducdo completa) por altos niveis de glicose plasmatica (Febbraio

2004), portanto, a morte dos animais foi executada sem anestesia.
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Apos a obtengdo dos tecidos destinados para dosagem das variaveis dependentes, as
carcacas dos animais foram armazenadas a em sacos plasticos identificados com simbolo de
risco biologico e levados ao freezer (-20°C) no proprio Laboratério de Fisiologia Celular,
onde h& um cronograma semanal de encaminhamento deste material bioldgico ao biotério
Central do Campus Centro da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CREAL). No
biotério Central, as carcacas permanecem até a coleta seletiva realizada pela empresa

Aborgama que conduz os residuos autoclavados ao Servico Municipal de Limpeza Urbana.

4.2 EXERCICIO FiSICO AGUDO

No exercicio agudo os animais sedentarios foram aclimatados ao ambiente de natagdo
durante o periodo de trés dias, com a finalidade de minimizar a interferéncia de uma resposta
ao estresse nos dados analisados. A adaptacdo consistiu na permanéncia dos animais nos
tanques de agua aquecida a 30 + 1°C por 8 minutos por trés dias consecutivos que
antecederam o dia da realiza¢do do exercicio. Durante a adaptagdo ndo foram colocados pesos

na cauda do animal.

O protocolo de exercicio compreendeu 20 minutos de natagdo em tanque, contendo agua
a uma temperatura entre 31 + 1 °C. Esta temperatura foi escolhida por ser considerada neutra
para o animal evitando, assim, que a imersdo em agua fria amenizasse a elevacdo da
temperatura que acompanhou 0 exercicio ou que o estresse térmico pudesse interferir nos
resultados, caso a temperatura da agua fosse elevada acima do valor escolhido, conforme ja
verificado em outros estudos. No momento do nado, foi fixado a cauda dos animais um peso
correspondente as intensidades: baixa (2%), moderada (G4%), moderada alta (6%) e alta
(G8%) (% do peso corporal), e um grupo que permaneceu em repouso (REP). Os animais
foram mortos em diferentes tempos: imediatamente, 2, 6 ou 12 horas apds o exercicio e as
amostras foram encaminhadas para as diferentes analises de acordo com o objetivo do
trabalho.
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4.3 TREINAMENTO

No treinamento os animais foram adaptados ao ambiente de nado na 1% semana, em
seguida foram submetidos a um treinamento de natacdo durante 7 semanas onde, a progresséo
das cargas de exercicio ocorreu gradativamente nas diferentes intensidades mencionadas. Os

animais foram mortos 72h apo6s a Gltima sessé@o de exercicio.

O protocolo de treinamento foi aplicado conforme a tabela abaixo:

SEMANAS 1 2 3 4 5 6 7 8

CARGA ADAP REP REP REP REP REP REP REP =REP

(% do peso

corporal ADAP 2% 2% 2% 2% 2% 2% 2% =G2

aplicado a

cauda) ADAP 2% 4% 4% 4% 4% 4% 4% =G4
ADAP 2% 4% 6% 6% 6% 6% 6% =G6
ADAP 2% 4% 6% 8% 8% 8% 8% =G8

TEMPO 8 20 20 20 20 20 20 20

(min)

Tabela 2. Progressao das cargas de exercicio fisico ao longo das oito semanas de treinamento.

4.4 DOSAGEM DE LACTATO PLASMATICO

Antes e imediatamente ap0s o exercicio, foram extraidos 25uL de sangue do animal por
puncdo caudal para medicao de lactato sanguineo. As extracdes foram realizadas nos animais
submetidos ao exercicio fisico agudo, mortos imediatamente ap6s o0 nado, assim como nos
animais submetidos ao treinamento de 8 semanas, mortos 72 horas ap6s a ultima sessdo de
exercicio. As amostras foram analisadas em lactimetro (Accutrend® Lactate, Roche) sendo o

resultado expresso em mMol/L de sangue.
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4.5 ATIVIDADE DA CREATINA QUINASE

A enzima Creatina Quinase (CK) catalisa a reacédo reversivel entre a creatina fosfato (CP)
e o difosfato de adenosina (ADP) formando creatina e ATP que é consumido na reacdo da
hexoquinase (HK) na presenca de glicose de maneira estequiométrica. Esta reacao regenera o
ATP necessario para a manutencdo de quantidades saturantes de substrato para que se possa
medir de forma aprimorada a atividade CK presente nas amostras. Posteriormente, a glicose-
6-fosfato (G-6P) formada é oxidada a 6-fosfogluconato na presenca da enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH) que gera quantidades estequiométricas de NADPH na
presenca de NADP*. O NADPH formado na unidade de tempo é proporcional a atividade CK
presente nas amostras. Sendo assim, para determinar a atividade da Creatina Quinase no
plasma, 4 ml de sangue dos animais exercitados e mortos imediatamente, 2 ou 6 horas ap0ds a
sessdo de exercicio, foram coletados apds o nado em tubo de ensaio tipo falcon contendo
100U de Heparina e em seguida centrifugado (1500 x g) por 10 minutos a uma temperatura
ambiente. O plasma foi coletado e armazenado em freezer a -80° C. No momento da analise,
as amostras foram descongeladas e submetidas a reacdo com tamp&o imidazol (Imidazol
100mM, EDTA Nay2H,0 1mM, MgCl,.6H,0 4mM, Glicose 20mM, CP 30mM, ADP
2.8mM, NADP* 2.1mM, N-acetilcisteina 20mM, HK 3U/mL e G6PDH 2U/mL) em leitora de
microplacas termostatizada a 37°C (Elisa) a 340nm. Os dados obtidos em miliunidades de
absorbancia/min foram convertidos para U/L a 30°C (compativel com a literatura clinica).

4.6 ATIVIDADE DA CITRATO SINTASE

A Citrato Sintase (CS) pode ser acompanhada pela medida do surgimento do grupo SH
liberado a partir da CoA-SH pelo uso do reativo de Ellman (acido 5,5-ditiobis[2-
nitrobenzoico], DTNB) que oxida a coenzima A liberada formando o ion mercaptideo que
absorve fortemente a 412nm. Nenhum outro constituinte do ensaio absorve neste
comprimento de onda. O ph é mantido sempre entre 7.4-9.0 para impedir a hidrdlise
espontanea do DTNB. Sendo assim, para determinar a atividade da Citrato Sintase no
musculo esquelético dos animais exercitados, o gastrocnémio foi extraido imediatamente ap6s
uma sessao de exercicio agudo ou 72 horas apés 8 semanas de treinamento em diferentes
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intensidades. O tecido foi homogeneizado em 5mL/g de tampédo de extracdo ph= 7.4 (Tris
50mM, EDTA 1mM) contendo inibidor de protease (Fluoreto de Fenilmetilsulfonila - PMSF
100uM) em homogeneizador de facas Ultra 80. As amostras foram centrifugadas a 150g por
10 minutos e o sobrenadante foi coletado e congelado para posterior analise. No momento da
andlise, as amostras foram descongeladas e submetidas a reacdo com tampdo de ensaio
(DTNB 1mM em Tris-HCI ph=8.1, Triton X-100 a 10%), Acetil-CoA 6mM e Oxaloacetato a
10mM (start da reacdo) em leitora de microplacas termostatizada a 37°C (Elisa) a 415nm. Os
dados obtidos em miliunidades de absorbancia/min foram convertidos para umol/g/min de

proteina a 37°C.

4.7 GLICEMIA

Para dosar a glicemia dos animais antes e imediatamente ap6s o exercicio fisico agudo,
foram extraidos 25uL de sangue do animal por puncdo caudal. As amostras foram analisadas

em lactimetro (Accutrend® Lactate, Roche) sendo o resultado expresso em mg/dL de sangue.

4.8 EXTRACAO E DOSAGEM DE GLICOGENIO

Foram extraidas cerca de 200 mg de amostra dos musculos gastrocnémio e séleo bem
como do tecido hepéatico dos animais submetidos ao protocolo de exercicio fisico agudo,
mortos imediatamente ou 12 horas apds a sessdo de nado, assim como dos animais
submetidos ao treinamento de 8 semanas, mortos 72 horas ap0ds a Ultima sesséo de exercicio.
As fatias de tecido fresco foram colocadas em tubos de ensaio de parede grossa contendo
KOH 30% (m/v). Os tubos foram fechados e colocados em banho fervente a 85°C até
dissolver o tecido. As amostras foram ressuspensas em etanol 70% e colocadas em gelo para
precipitacdo das moléculas de glicogénio. Em seguida, foram centrifugadas e o0s
sobrenadantes descartados. Foi preparada uma curva padrdo a partir da solucdo estogque de
glicogénio 1 mg / mL diluida em agua milliQ. As amostras e a curva foram ressuspensas em
acido cloridrico 4 N e aquecidas em banho fervente a 100°C para induzir a hidrélise das
moléculas de glicogénio. A solucdo foi neutralizada com carbonato de sédio 2 M para
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dosagem por kit de glicose a partir da formacéo de perdxido de hidrogénio e acido glicnico
por acdo da glicose oxidase (método enzimatico ou de ponto final). A placa foi incubada por
10 min a 37°C e a leitura realizada a 490 nm em leitora de microplacas de ELISA (Bio-Rad,
modelo Benchmark). Os resultados de concentracdo de glicogénio muscular foram expressos
em mg / g de tecido fresco de tecido, devidamente corrigidos para a relagdo peso fresco/peso
seco antes e apos os protocolos de exercicio.

4.9 EXPRESSAO DE HSP70 E iNOS

Para determinacdo da expressdo de HSP72, HSP73 e iNOS por Western Blot o musculo
gastrocnémio foi extraido inteiro e coletado em tubo de ensaio tipo falcon contendo SDS
0,1% (5mL/g de tecido) e inibidores de protease (Fluoreto de Fenilmetilsulfonila (PMSF)
100uM, N-tosil-L-lisina clorometil-cetona (TLCK) 20uM, Aprotinina 2ug/mL e Leupeptina
2ug/mL), para serem homogeneizados em homogeneizador de facas Ultra 80. Em seguida, o
contetdo foi centrifugado a 16.000g por 1 minuto a temperatura ambiente e o sobrenadante
coletado. A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (Bradford
1976), sendo as amostras diluidas em tampdo para eletroforese (50 mM Tris pH 6,8, SDS
10% (w/v), glicerol 10% (v/v), 2-mercaptoetanol 10% (v/v) e 2 mg/mL azul de bromofenol) e
fervidas por 5 minutos para desnaturagdo completa das proteinas. Quantidades iguais de
proteina (~40ug por pogo) foram aplicadas em gel de poliacrilamida a 10%, para separacao
durante 4 horas utilizando corrente elétrica constante a 15 mA por gel. Foi utilizado o sistema
vertical Slab Gel BIO-RAD Mini-Protean TetraCell (BIO-RAD Laboratories, Richmond,
CA, USA) preenchido com tampao de corrida contendo Tris a 25 mM e SDS a 1% (m/v), pH
8,3. Foi usado como marcador de peso molecular 5 pL de mistura de proteinas recombinantes
pré-coloridas (RPN8OOE, GE Health Care) por gel. Para a realizagdo do procedimento de
eletrotransferéncia, onde ocorre a transferéncia das proteinas para uma membrana de
nitrocelulose (GE Health Care-Amersham), foi utilizado o sistema refrigerado BIO-RAD Blot
Cell a 100V constantes por 1:30 horas. A confirmacdo do sucesso dos procedimentos
descritos acima foi confirmada pela coloracdo da membrana de nitrocelulose com Vermelho
Ponceau S (Red Ponceau S, sal de sodio 0,3%, Sigma, em solugdo de &cido tricloroacético
a 3%) e em seguida descoradas com solucdo TEN (Tris-EDTA-NaCl a respectivamente 50, 5

e 150 mM)-Tween 0,1% (v/v).
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O procedimento de imunoblotting foi realizado em aparelho especifico com uso de
sistema de vacuo (SNAP i.d., MilliPore), otimizando o tempo de reacdo dos anticorpos sendo
1) incubacdo instantanea a vacuo com 15 mL de tampdo de bloqueio (leite em po desnatado a
0,5% em TEN-Tween 0,1%); 2) incubacdo por 10 minutos com anticorpo especifico; 3) Trés

lavagens instantaneas a vacuo com 15 mL TEN-Tween 0,1% ap0s cada incubaco.

Para determinar a expressdo de HSP72 e HSP73 foi utilizado anticorpo monoclonal anti
HSP70 (Sigma H5147, produzido em camundongo, Anti-HSP70) que reconhece tanto a forma
induzivel de 72-kDa quanto a forma constitutiva de 73-kDa diluido 1:1000 em TEN-
Tween 0,1%, sequido de anticorpo conjugado com peroxidase HRP (Sigma A9044, Anti-

IgG (molécula inteira) de camundongo), a uma diluicdo de 1:10000 em TEN-Tween 0,1%.

Para determinacdo da expressdao de iNOS foi utilizado anticorpo policlonal anti NOS-2
(Santa Cruz SC-651, produzido em coelho) que reconhece a forma induzivel iINOS diluido
1:500 em TEN-Tween 0,1%, seguido de anticorpo conjugado com peroxidase anti-rabbit 19G
(Sigma A0545) diluido 1:10000 em TEN-Tween 0,1%.

A imunodetec¢do foi realizada por quimiluminescéncia com uso de Luminol, &cido p-
coumarico e H202, sendo a quimiluminescéncia fotodocumentada (60 fotos, 1foto/10seg) e as

imagens quantificadas com auxilio do sistema automatico ImageQuant 350 (GE Health Care).

A andlise do contetdo celular de B-Actina foi utilizada como normalizador, obtido por
incubagdo com anticorpo anti B-actina conjugada contendo peroxidase (Sigma A3854,
1:000).

4.10 ANALISE ESTATISTICA E CALCULO DE TAMANHO AMOSTRAL

O tamanho da amostra foi calculado para detectar a menor diferenca esperada entre 0s

grupos, utilizando para o calculo um poder estatistico de 80%.

O tratamento estatistico foi desenvolvido por procedimentos descritivos e interferenciais
onde a comparacdo entre os grupos foi realizada com o teste de Analise de Variancia
(ANOVA) de uma via seguido pelo teste de Tukey para as varidveis expressao de HSP70,

expressao de iNOS, glicemia, concentracdo de lactato plasmatico, atividade da creatina
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quinase plasmatica, atividade citrato sintase muscular e concentragdo de glicogénio tecidual.
Os resultados foram expressos em média + desvio-padrdo em todas as variaveis e em todos 0s
grupos. Para analisar a relacdo entre dados obtidos, assim como a resposta dos grupos ao
treinamento, os dados brutos de todos os grupos foram combinados e examinados pelo indice
de correlagdo de Pearson. As andlises estatisticas foram realizadas no programa SPSS para
Windows versao 18.0, sendo considerada significativa a diferenca estatistica quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

O lactato plasmatico € comumente utilizado como um importante indicador da
intensidade do exercicio aumentando exponencialmente de acordo com a sobrecarga, sendo a
lacticemia resultado da producdo e utilizacdo de lactato, considerando que a relacdo de
entrada/remocdo deste metabolito é mantida com até 6% da carga corporal (concentracdo
crescente até 5.5 mmol/L) em animais submetidos ao exercicio fisico de natacdo. Acima
disso, a carga aplicada ultrapassa o limiar no qual a producdo de lactato é maior do que a
remocao realizada durante esforco fisico (8% de carga de 6 a 10 mmol/L) (Gobatto 2001;
Manchado 2006), consequéncia da diminuicdo na capacidade de captacdo do lactato
plasméatico pelo tecido hepatico, sendo este capaz de remover somente 1/10 do lactato
produzido pelo tecido muscular, o qual é fortemente aumentado (Nielsen 2007). Em
decorréncia disso, utilizamos a dosagem de lactato como indicador de carga de exercicio,
sendo confirmadas as diferentes intensidades as quais os animais foram submetidos neste
protocolo de exercicio de natagdo de curta duracdo, onde os grupos de baixa e moderada
intensidades (G2 e G4) apresentaram um aumento na concentracdo de lactato plasmatico em
relacdo aos animais mantidos em repouso (p<0.05), e idénticos entre si. Os animais
submetidos a altas intensidades de exercicio (G6 e G8) apresentaram valores maiores
referentes a esta variavel quando comparados aos demais grupos (G6= p<0.01), sendo maior
no animal submetido a 8% de carga (p<0.001). Ao longo do treinamento, os grupos G6 e G8
apresentaram uma diminuicdo na concentracdo total de lactato quando comparado com 0s
animais sedentarios submetidos a uma sessdo de exercicio nas mesmas intensidades
(G6=p<0.002; G8=p<0.007), demonstrando o efeito do treinamento sobre o aumento da

capacidade de utilizacdo energética dos animais apds oito semanas de intervencédo (Figura 2).
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FIGURA 2. Aumento do lactato plasmatico confirma as diferentes intensidades de exercicio
fisico. Lactato plasmatico (mMol/L) de ratos Wistar ap6s uma sessao de exercicio fisico de
natacao (C3J) ou treinamento de 8 semanas com sessoes realizadas 5 vezes por semana (i),
ambos com duragdo de 20 minutos em diferentes intensidades: baixa (G2=2%), moderada
(G4=4%), moderada alta (G6=6%) e alta (G8=8%); (% do peso corporal adicionado a cauda), e
um grupo que permaneceu em repouso (REP). *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 em relagdo ao
REP; tp<0,05 em relagdo a todos os grupos (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey).
Resultados expressos por média + desvio-padrado (n=5 por grupo)

A elevagdo nos niveis séricos de creatina quinase pode indicar um aumento na
permeabilidade celular decorrente de dano na membrana tecidual, por ser esta uma enzima
geralmente encontrada no tecido muscular esquelético e cardiaco. Durante o exercicio,
assume-se que o pico de forca gerado durante alto impacto da atividade seja o grande
responsdvel pelo dano tecidual encontrado apds execucdo. Embora essa medida seja
frequentemente utilizada como marcador indireto do dano muscular ocorrido apds a pratica de
exercicio fisico excéntrico, sabe-se que essa alteracdo também esta presente como
consequéncia da aplicacdo de diferentes tipos de protocolo de exercicio (Jaffe 1984; Aplle
1984; Thompson 2002; Chen 2012). Além disso, a intensidade do exercicio parece ter

influéncia direta sobre essa resposta (Chen 2012). Por isso, utilizamos esta medida como

30



marcador de lesdo muscular. Ndo foram encontradas diferencas na atividade CK plasmatica
dos grupos de animais submetidos a diferentes intensidades de exercicio e o grupo que
permaneceu em repouso. Essa resposta foi observada até 6 horas apos uma unica sessao de 20
minutos de exercicio de natacdo indicando que estes animais, mesmo sedentarios, nao
sofreram lesdo muscular decorrente da alta intensidade de exercicio (Figura 3). Em
decorréncia destes resultados, ndo houve necessidade da realizacdo desta dosagem nos
animais treinados, sendo que uma Unica sessdo de exercicio excéntrico é relatada como sendo
capaz de prevenir o aumento na atividade CK plasmatica de sujeitos treinados (Thompson
2002).
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FIGURA 3. 20 minutos de exercicio fisico realizado em diferentes intensidades nao induz
lesdo. Atividade creatina quinase plasmatica (U/L) de ratos Wistar submetidos a 20
minutos de exercicio fisico de natagcao realizado em diferentes intensidades: baixa
(G2=2%), moderada (G4=4%), moderada alta (G6=6%) e alta (G8=8%); (% do peso
corporal adicionado a cauda), e um grupo que permaneceu em repouso (REP). Os
animais foram mortos imediatamente (23) 2 horas (&) ou 6 horas (m) apods a sessdo de
exercicio. Resultados expressos por média t desvio-padrao (n=3 por grupo).

20 minutos de exercicio fisico de natacdo em altas intensidades resultaram em uma queda

significativa na glicemia dos animais sedentarios submetidos a uma Unica sesséo de exercicio
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(p<0.05) (Figura 3). Diferentemente, 0s grupos exercitados em baixa e moderada intensidade
(G2 e G4) mantiveram a glicemia estavel durante esse periodo. Com o aumento da
intensidade de exercicio fisico, o tecido muscular se torna o grande responsavel por essa
queda na glicose plasmatica por aumentar 0 consumo deste metabdlito durante o esforco e,
apesar de o tecido hepatico apresentar um aumento na producdo e liberagcdo de glicose em
decorréncia das altas intensidades de exercicio, essa relagdo parece sofrer um desequilibrio

sendo que o consumo de glicose se apresenta 3x maior do que a producéo (Nielsen 2007).
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FIGURA 4. Altas intensidades de exercicio fisico induzem queda na glicemia. Glicemia
(mg/dL) de ratos Wistar submetidos a 20 minutos de exercicio fisico de natagdo em
diferentes intensidades: baixa (G2=2%), moderada (G4=4%), moderada alta (G6=6%) e alta
(G8=8%); (% do peso corporal adicionado a cauda), e um grupo que permaneceu em
repouso (REP). Os animais foram mortos imediatamente apos sessao de exercicio. *p<0,05
em relagdo ao REP e aos grupos antes do exercicio (ANOVA de uma via seguido pelo teste
de Tukey). Resultados expressos por média + desvio-padrao (n=3 por grupo).

Para avaliar o efeito das diferentes intensidades de exercicio sobre a utilizacdo energética,
foram realizadas as dosagens do glicogénio no figado e musculo esquelético, tecidos que
apresentam propositos diferentes quanto a clivagem e utilizagdo deste metabdlito. Houve uma
queda na concentracdo do glicogénio nos musculos séleo (SOL) e gastrocnémio (GAS) dos

animais sedentarios submetidos a uma sessdo de exercicio de curta duracdo. Efeito este
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observado imediatamente apds a execugdo do exercicio. Em ambos os tipos de fibra muscular,
o0 contetdo de glicogénio diminuiu mais nos grupos submetidos a moderada e altas
intensidades de exercicio (GAS: G2= p<0.01; G4, G6 e G8= p<0.001 / SOL: G2= p<0.05;
G4, G6= p<0.01 e G8= p<0.001). Entretanto, a recuperagdo do conteddo intramuscular de
glicogénio apresentou comportamento distinto entre as fibras, onde no séleo do grupo G8 nao
retornou aos niveis de repouso 12 horas ap0s a sessdo de natacdo (p<0.05). Somente o
musculo gastrocnémio apresentou alteracfes no estoque de glicogénio em resposta ao
treinamento de oito semanas em altas intensidades (G6= p<0.05 e G8= p<0.01) (Figura 5A-
B). Os grupos de moderada e altas intensidades (G4, G6= p<0.05 e G8= p<0.01)
apresentaram uma queda na concentracdo do glicogénio hepatico imediatamente apds a
execucdo do exercicio, efeito acentuado no G8, Gnico grupo que nao recuperou o conteddo de
glicogénio neste tecido 12 horas ap0s a sessdo de natacdo (p<0.05). Nenhum grupo
apresentou alteracdo na concentragdo de glicogénio hepatico apds oito semanas de
treinamento (Figura 5C).
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FIGURA 5. Diferentes intensidades de exercicio fisico alteram a concentragao de glicogénio muscular
e hepatico. Concentragdo de glicogénio (mg/g de tecido fresco) no A) gastrocnémio B) séleo e C)
figado de ratos Wistar submetidos a 20 minutos de exercicio fisico de natagdo em diferentes
intensidades: baixa (G2=2%), moderada (G4=4%), moderada alta (G6=6%) e alta (G8=8%); (% do
peso corporal adicionado a cauda), e um grupo que permaneceu em repouso (REP). Os animais
foram mortos imediatamente (3) e 12 horas () apds uma sessao de exercicio ou 72 horas apds 8
semanas de treinamento realizado 5 vezes por semana (mm). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em
relagdo ao REP. tp<0,05 $p<0,01 em relagdo ao G2 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey).
Resultados expressos por média + desvio-padrao (n=5 por grupo).

Um dos efeitos bem estabelecidos como resposta a frequente préatica de exercicio fisico é
0 aumento na atividade da citrato sintase muscular (Atalay, 2004). Foi avaliado o efeito das
diferentes intensidades de exercicio fisico sobre esta variavel no gastrocnémio dos animais
sedentarios submetidos a uma sessdo de exercicio de natagdo ou treinados por oito semanas.
Verificou-se que o treinamento induziu 0 aumento da atividade CS em todos os grupos
quando comparados ao REP, entretanto, este efeito ocorreu de forma independente da

intensidade de exercicio aplicada (p<0.01) (Figura 6).
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FIGURA 6. Treinamento de 8 semanas induz aumento na atividade CS independente da
intensidade. Atividade citrato sintase (umol/g/min) no gastrocnémio de ratos Wistar submetidos a
20 minutos de exercicio fisico de natagao em diferentes intensidades: baixa (G2=2%), moderada
(G4=4%), moderada alta (G6=6%) e alta (G8=8%); (% do peso corporal adicionado a cauda), e um
grupo que permaneceu em repouso (REP). Os animais foram mortos imediatamente apds uma
sessdo de exercicio () ou 72 horas apds 8 semanas de treinamento realizado 5 vezes por semana
(wm). *p<0,05 **p<0,01 em relagdo ao REP (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey).
Resultados expressos por média + desvio-padrao (n=3 por grupo)

Os animais iniciaram o treinamento fisico de natacdo com 60 dias, pesando em torno de
250 gramas. Os mesmos foram adquirindo peso a cada semana, onde 0 grupo que permaneceu
em repouso (REP) apresentou em média um ganho de 61,57% de peso corporal apds oito
semanas, relativo ao peso corporal inicial. Diferente disso, 0s animais exercitados
apresentaram um ganho de peso corporal menor quando comparados ao grupo REP,
entretanto 0s grupos de baixa e moderada intensidades de exercicio (G2 e G4) néo
apresentaram diferenca significativa quando comparados ao grupo ndo exercitado,
compativeis com os dados encontrados em Oliveira 2007, onde foi demonstrado que animais
submetidos ao exercicio de natacdo com até 5% de carga ndo sofrem alteracdo no peso
corporal apés 6 semanas de treinamento. Houve destaque nos grupos submetidos a altas
intensidades de exercicio fisico (G6 e G8= p<0.05), 0s quais apresentaram em média um
ganho de 35% de peso corporal total. As diferencas entre 0s grupos puderam ser observadas
desde o inicio do treinamento sendo que, ao final das oito semanas, os grupos G6 e G8
apresentaram o peso corporal total significativamente menor quando comparados ao grupo
REP (Figura 7). Desta forma, podemos afirmar que oito semanas de treinamento fisico de
natagdo praticado 5 vezes por semana com duracdo de 20 minutos por sessdo é capaz de
prevenir o ganho de peso corporal total dos animais submetidos a altas intensidades deste
protocolo de exercicio, considerando que essa resposta aparece desde a primeira semana de

intervencao.
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FIGURA 7. Altas intensidades de exercicio fisico previnem ganho de peso corporal. Progressao
do ganho de peso corporal (g) de ratos Wistar ao longo do treinamento de 8 semanas,
realizado 5 vezes por semana com a duragao de 20 minutos de exercicio fisico de natagao por
sessao em diferentes intensidades: baixa (G2=2%), moderada (G4=4%), moderada alta (G6=6%)
e alta (G8=8%); (% do peso corporal adicionado a cauda), e um grupo que permaneceu em
repouso (REP). Os animais foram mortos 72 horas ap6s sa Ultima sessao de exercicio. *p<0,05
em relagdo ao REP tp<0,05 em relagdo ao G2 (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey).
Resultados expressos por média + desvio-padrao (n=8 po grupo).

O aumento na expressdo de HSP72 foi verificado somente no gastrocnémio dos grupos
submetidos ao treinamento de oito semanas, sendo este efeito independente da intensidade nos
grupos moderados (p<0.01) e sutilmente mais baixo no grupo de alta intensidade (p<0.05)
(Figura 8A). O treinamento demonstrou surtir efeito do mesmo modo na expressao de HSP73
(G4= p<0.05 G2 e G6=p<0.01), entretanto o grupo submetido a alta intensidade de exercicio
(G8) ndo apresentou a mesma capacidade de adaptacdo quanto ao contetdo intramuscular
desta proteina, sendo observado valores idénticos aos encontrados nos animais que
permaneceram em repouso durante 0o mesmo periodo de oito semanas (Figura 8B).
Imediatamente apds uma Unica sessdo de exercicio de curta duracdo, foram encontradas
alteracdes na expressao de HSP73 (p<0.01) e iNOS (p<0.05) no gastrocnémio de animais
sedentarios independente da intensidade, sendo este um efeito inesperado, considerando que o
aumento intramuscular destas proteinas tem sido demonstrado somente 2 horas apds a
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execucdo de exercicio moderado (Walsh, 2001). 12 horas apds, a expressdo de iNOS
permaneceu elevada nos grupos exercitados, apresentando diferenca significativa nos grupos
submetidos a moderada e altas intensidades de exercicio (G4, G8= p<0.01 e G6= p<0.05)
(Figura 8B-C).
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FIGURA 8. O exercicio fisico induz aumento na expressao de HSP72, HSP73 e iNOS no musculo
esquelético. Expressdo de A) HSP72 B) HSP73 e C) iNOS/B-actina no gastrocnémio de ratos Wistar
submetidos a 20 minutos de exercicio fisico de natagdo em diferentes intensidades: baixa
(G2=2%), moderada (G4=4%), moderada alta (G6=6%) e alta (G8=8%); (% do peso corporal
adicionado a cauda), e um grupo que permaneceu em repouso (REP). Os animais foram mortos
imediatamente () e 12 horas (E) apds uma sessao de exercicio ou 72 horas apds 8 semanas de
treinamento realizado 5 vezes por semana (). *p<0,05; **p<0,01 em relagdo ao REP. (ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Tukey). Resultados expressos por média + desvio-padrao (n=5 por

grupo).

Devido ao aumento na expressao da HSP72 e HSP73 em resposta ao treinamento, julgou-
se interessante correlacionar tais variaveis com fatores metabdlicos importantes para o
desempenho das vias glicoliticas. Assim, podemos perceber que 0 aumento na expressdo de
ambas isoformas da HSP70, HSP72 (Figura 9A) e HSP73 (Figura 9B), apresentaram
correlagdo direta com o aumento na capacidade do musculo gastrocnémio em estocar
glicogénio para uso posterior (HSP72: r= 0.73 p<0.001; HSP73: r= 0.55 p<0.03) assim como
com a elevacdo na atividade da citrato sintase dos grupos treinados (HSP72: r= 0.79
p<0.0002; HSP73: r= 0.61 p<0.01).
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FIGURA 9. Relac¢do entre a expressdo de A) HSP72 e B) HSP73 com a concentracao de glicogénio
e atividade da citrato sintase no gastrocnémio dos animais treinados.
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6. DISCUSSAO

Esse estudo é o primeiro a demonstrar que, embora haja um aumento na expressao
(imunodeteccdo) de ambas isoformas da HSP70 no musculo esquelético, o efeito do exercicio
fisico ocorre de forma independente da intensidade quanto a esta varidvel. Essa resposta €
percebida particularmente quanto a forma induzivel desta proteina (HSP72), apesar de nao
apresentar alteracdo frente ao exercicio agudo. Em contraponto a estes resultados, a alta
intensidade de exercicio impossibilitou o aumento na capacidade do musculo em expressar

HSP73, adaptacdo consequente do treinamento observada nos demais grupos.

O exercicio fisico agudo tem sido associado com o aumento do gene (Febbraio e
Koukoulas 2000) e contetdo proteico de HSP72 no musculo esquelético de ratos (Locke
1990; Salo 1991) e de humanos (Thompson 2001). A expressdao de HSP72 também vem
sendo observada ap6s a pratica de exercicio excéntrico indutor de dano muscular (Punschart
1996; Thompson 2001), e concéntrico ndo lesivo (Febbraio e Koukoulas 2000).
Adicionalmente, 0 mesmo efeito é relatado no musculo esquelético de sujeitos apos exercicio
prolongado (Locke 1990; Salo 1991) ou de curta duracdo (Thompson 2001). Entretanto, a
expressdo de HSP70 néo sofre alteragéo quando a carga aplicada varia com relagdo aos outros
protocolos comumente utilizados (Febbraio 2002), demonstrando a importancia desse
elemento na inducdo da HSP70 pelo exercicio. Maioria dos protocolos de exercicio
empregados para avaliar o contetdo intramuscular de HSP70 durante execugdo sdo compostos
por um periodo prolongado de tempo, considerando que a expressdo do gene desta proteina
atinge o pico de expressdo ap6s duas horas datadas o inicio da sessdo de exercicio (Walsh
2001), sugerindo que o conteudo de HSP70 nédo tem como ser mensurado imediatamente apds
uma sessdo de exercicio de curta duracdo. Surpreendentemente, os resultados observados
neste trabalho mostram que 20 minutos de exercicio de natagéo é capaz de induzir o aumento
da forma constitutiva de HSP70 no mdsculo esquelético. Acrescido a este resultado, 0 mesmo
pode ser visto quanto a expressdo de iNOS, que aumenta nos mesmos grupos de forma
independente da intensidade. Sugerindo que o aumento observado na expressdao de HSP73
pode nao ser originado do tecido muscular, mas sim de células circulantes ativadas durante o
exercicio (possivelmente, neutréfilos), previamente estimuladas e prontas a responder a

estimulos de estresse quando requeridas. Trata-se de uma hipdtese que surgiu ao longo do
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desenvolvimento deste trabalho e que esta sendo testada em experimentos realizados em

nosso laboratorio.

O protocolo de treinamento utilizado neste estudo se mostrou efetivo, como atestado pelo
aumento na atividade da CS em todos os grupos exercitados. Ndo houve diferenca entre as
intensidades, as quais foram comprovadas através da inferéncia de lactato plasmatico. Os
grupos treinados com alta intensidade apresentaram adaptacdo quanto aos niveis de lactato
comparados aos agudamente exercitados, sendo este mais um parametro comprobatorio da
eficacia do protocolo aplicado. Sabe-se que o treinamento de oito semanas promove um
aumento significativo na expressdo de HSP72 em diversos tecidos, dentre eles o mdsculo
(Atalay 2004). Nao ha relatos sobre essa configuracdo de treinamento comparando a
expressdo/imunodeteccdo de HSP70 sob o aspecto de diferentes intensidades. Nossos
resultados apontam o efeito repressor da alta intensidade de exercicio sobre a capacidade de
adaptacdo do musculo para acimulo e inducdo de HSP70 ap0s constante estimulo, o que

poderia ser nocivo a fisiologia do masculo esquelético.

Trabalhos recentes mostraram que o aumento da temperatura corporal durante a préatica
de exercicio ndo é fator relevante no aumento nos niveis de HSP70 muscular (Febbraio e
Koukoulas 2000). Em nosso laboratorio, medimos a temperatura corporal dos grupos
submetidos ao exercicio (dados ndo apresentados), e estes apresentam elevada expressédo de
HSP70, a despeito de os animais terem mostrado uma queda na temperatura central,
descartando a possibilidade de interferéncia desta variavel em nossos resultados. Outros
estudos tém relacionado essa proteina com danos teciduais resultantes do exercicio (Walsh
2001). A natacdo provou ser incapaz de induzir esse tipo de dano mecanico frente a nossa
inabilidade em detectar mudangas na atividade CK plasmatica observada até 6 horas apos a
sessao de exercicio agudo. Desta forma, 0 aumento da expressdo intramuscular da HSP73 nédo
pode ser relacionada com possiveis danos teciduais e, caso venhamos a comprovar nossa
hipdtese de migracdo celular, essa ndo podera ser considerada como possivel sinalizacdo para

tal fendbmenao.

Dentre as vaérias alteracfes consideradas como possiveis causas da expressdo de HSP70
intramuscular, mudancas no balango energético observadas durante a pratica de exercicio
estdo entre as mais fortes candidatas. A sintese de membros da familia das HSPs tem sido
relatada em linhagens celulares apds privacdo de glicose (Sciandra e Subject 1983). A

ingestdo de glicose previne a diminui¢do na concentracdo de glicogénio muscular durante o
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exercicio. Da mesma forma, essa suplementacdo evita alteracfes na expressdao de HSP72
deste tecido (Febbraio 2004). Nossos dados ndo mostram alteracdo na expressao da HSP72
imediatamente apds exercicio agudo, o que é esperando. Entretanto, 12 horas depois 0 mesmo
resultado é encontrado. Estudos encontraram HSP70 no musculo esquelético 8 horas apos
aplicacdo de exercicio prolongado, no qual somando o tempo da sessdo resultou em 10 horas
e 30 minutos apo6s o inicio do exercicio (Walsh 2001). Essas 8 horas marcaram o pico da
expressao de HSP72, retornando aos niveis de repouso somente em 24 horas, enquanto que
outros trabalhos observaram elevacGes no conteido desta proteina 48 horas ap0s o exercicio
(Thompson 2002). Sendo assim, ndo sabemos dizer se essa proteina realmente ndo sofreu
alteracéo, ou se isso ocorreu tempos antes da dosagem ser realizada. Como a concentragéo do
glicogénio retornou aos niveis de repouso neste tecido no tempo 12 horas, fica inviavel
correlacionar esse dois parametros com os dados disponiveis atualmente. Quanto ao aumento
detectado na expressdo de HSP73 imediatamente ap0Os exercicio agudo, ndo podemos
correlacionar com a queda do glicogénio observada nestes grupos ja que é possivel haver uma
“contaminacdo” do resultado, ja que existe a possibilidade de presenca de celulas sanguineas
migradas para o tecido muscular e ndo apenas “expressdo” da proteina pelas ceélulas

musculares.

O treinamento por sua vez, induziu evidente adaptacdo no conteudo de glicogénio
muscular dos animais submetidos as altas intensidades. Ao mesmo tempo, a
expressao/imunodeteccdo de HSP72 e 73 esteve elevada na mesma propor¢do nos grupos de
moderadas intensidades (G2, G4 e G6), enquanto que a alta intensidade de exercicio
prejudicou esse efeito de ambas isoformas da HSP70 com destaque para a HSP73, ndo
havendo diferenca entre alta intensidade e repouso. Curiosamente, apenas o musculo
gastrocnémio apresentou alteracfes no estoque de glicogénio em resposta ao treinamento de
oito semanas em altas intensidades (Figura 5A-B), o que pode estar relacionado ao fato de
que esse grupo de fibras musculares é o mais intensamente recrutado durante o exercicio de
natacdo em ratos (Hutchison et al. 1989). Na figura 9, podemos ver uma correlacdo direta
entre essas variaveis. Portanto, ndo se pode dizer que existe uma relacdo inversa entre
concentracdo de glicogénio e expressdao de HSP70 relatada em alguns trabalhos, mas que a
quebra do glicogénio pode sim ser um sinal para a ativacdo da via transcricional desta
proteina, visto que o glicogénio quando previamente depletado provoca um aumento na

expressao de HSP72 no musculo de sujeitos exercitados (Febbraio 2002).
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N&o comparamos o efeito do exercicio agudo com o efeito do treinamento devido as
dosagens terem sido realizadas em tempos distintos. Para sabermos somente o efeito do
treinamento analisamos estes parametros 72 horas apds a Ultima sessdo de exercicio,
diferentemente dos grupos exercitados agudamente, os quais foram divididos nos tempos
imediato e 12 horas apds sessdo Unica de exercicio. Esses estudos adicionais estdo, no

momento, sendo realizados em nosso laboratério.
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7. CONCLUSAO

Esse estudo demonstrou que 1) o exercicio agudo de curta duracdo induz um aumento na
expressdo de HSP73 muscular independente da intensidade; 2) o treinamento de oito semanas
promove um aumento na expressdo de HSP72 e HSP73 nas mesmas proporcles entre 0s
grupos de moderada intensidade; 3) altas intensidades causam prejuizo na capacidade de
expressar HSP72 e HSP73 como forma de adaptacdo do tecido muscular em resposta ao
treinamento; 4) A concentracdo de glicogénio e a expressdao de HSP70 muscular (ambas
isoformas), ndo apresentam relacdo inversa em resposta ao exercicio, mas a quebra do

glicogénio pode sim ser um sinal na ativacao das vias de transcricdo desta proteina;
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