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RESUMO

Os neurdnios sdo células extremamente sensiveis a qualquer tipo de estresse, dentre
eles, alteragdes metabdlicas, estresse oxidativo e ativacdo da via inflamatdria e apoptotica,
fatores que estdo presentes no hipotalamo nos estagios iniciais de doengas metabdlicas como a
obesidade e diabetes do tipo Il. Como o exercicio fisico causa uma série de alteracbes
fisiologicas que sdo capazes de elevar os niveis de HSP70, uma chaperona molecular, que tem
funcOes citoprotetoras e atua sobre todos os parametros citados acima, o objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito do exercicio agudo e do treinamento fisico realizado em diferentes
intensidades sobre a expressdo de HSP70 e o metabolismo energético do hipotalamo. Para
tanto, ratos Wistar machos foram submetidos a um protocolo de exercicio (natagao) agudo ou
treinamento em diferentes intensidades, por 20 minutos, estando os animais divididos nos
grupos 4% (moderado), e 8% (intenso) do seu peso corporal atado a cauda, e o grupo controle,
gue permanecia em agua rasa, chamado repouso. Os resultados mostraram que somente o
exercicio de alta intensidade foi capaz de elevar os niveis de HSP70 (por Western Blot) 12 h
apos o final da sessdo aguda de exercicio, num processo relacionado a elevagdo da lacticemia,
pois a administracdo de D-lactato (que interfere na producdo e captacdo de L-lactato
enddgeno) antes do exercicio foi capaz de bloquear as alteracdes apresentadas pelo grupo que
se exercitou em alta intensidade. Entretanto, a lacticemia ndo foi o Unico responsavel, pois a
administracdo sistémica de L-lactato exdgeno em diferentes concentracdes (0, 3, 5, 10 e 20
mmol/L) ndo foi capaz de mimetizar os efeitos do exercicio sobre a expressao de HSP70 no
hipotadlamo. Foi realizado também o bloqueio de receptores o adrenérgicos antes do exercicio
(prazosina, bloqueador do receptor al; ioimbina, bloqueador do receptor a2; prazosina com
ioimbina para bloquear ambos) para verificar a participacdo desta via na expressdao de HSP70
induzida pelo exercicio, 0 que acabou abolindo a diferenca no grupo de maior intensidade, e
até reduzindo a valores mais baixos que o repouso quando bloqueado o receptor al. O
exercicio de alta intensidade também causou alteracbes no metabolismo energético
hipotalamico, reduzindo a captacdo de glicose pelo hipotdlamo por até 12 h, elevando a
captacdo de lactato logo apos o final da sessdo, e mantendo os niveis de glicogénio mais
elevados do que os do repouso e 4%, preservando assim sua reserva energética. O treinamento
de alta intensidade por 8 semanas elevou o0s niveis basais de HSP70 no hipotalamo e reduziu a
captacdo de glicose mesmo em repouso, sugerindo uma resposta adaptativa deste tecido ao

exercicio intenso realizado cronicamente. Com estes resultados, concluimos que o aumento na
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expressdo de HSP70 induzido por exercicio de alta intensidade é dependente de alteracdes na

lacticemia e da ativagao de receptores a-adrenérgicos.
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ABSTRACT

Neurons are extremely sensitive to any type of stress, including metabolic
disturbances, oxidative stress and activation of inflammatory and apoptotic pathway, facts that
are present in the early stages of metabolic diseases such as obesity and type 11 diabetes. Since
exercise cause a serious physiological changes capable of raising the levels of HSP70, a
molecular chaperone that has cytoprotective functions, and act in all parameters mentioned
above, the aim of this study was to evaluate the effect of acute exercise and physical training
conducted at different intensities in the expression of HSP70 and the energy metabolism of
the hypothalamus. For this purpose, male Wistar rats underwent a protocol of swimming
exercise and training at different intensities, for 20 minutes, divided into groups 4%
(moderate) and 8% (intense) of their weight attached to the tail, and the control group, that
stood in shallow water, called “rest”. The results showed that only the high-intensity exercise
was able to increase levels of HSP70 12 h after the session, a process related to lacticemia,
since the administration of D-lactate before the exercise (which interferes in the production
and uptake of endogenous L-lactate) was able to block the changes presented by the group
that exercised at high-intensity. However, lacticemia was not the solely responsible, because
the exogenous L-lactate injected at different concentrations (0, 3, 5, 10 e 20 mmol/L) was
unable to mimic the effects on the expression of HSP70 in the hypothalamus. Blocking a-
adrenergic receptors before exercise was conducted (prazosin, al receptor blocker; Yoimbin,
a2 receptor bloker; prazosin with Yoimbin to block both) to verify the role of this pathway in
the expression of HSP70 induced by exercise, which eventually abolished the difference
presented in the high-intensity group, even reducing to lower values then the “rest” group
when ol receptor was blocked. The high-intensity exercise also caused changes in the
hypothalamic energy metabolism, reducing glucose uptake by the hypothalamus for up to 12
h, increasing the lactate uptake immediately after the end of the session, and maintaining the
higher level of glycogen content when compared to the “rest” and 4% group, thus preserving
its energy reserve. High-intensity training for 8 weeks increased basal levels of HSP70 in the
hypothalamus and reduced glucose uptake at rest, showing an adaptive response of this tissue

to the intense exercise performed chronically.
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1. INTRODUCAO

A supernutricdo e o estilo de vida sedentario estdo entre os principais fatores que
levam a um aumento na prevaléncia de obesidade e diabetes do tipo Il, doencas que hoje
alcancam niveis epidémicos nos seres humanos. Nos mamiferos, a ingestdo alimentar e o
gasto energético sdo regulados por neurdnios especificos localizados no hipotalamo?, que
processam mudancas agudas de diversos hormonios e nutrientes, e disparam respostas
metabdlicas e comportamentais para controlar a homeostase energética. Prejuizos nessas vias
de sinalizacdo sdo suficientes para promoverem hiperfagia, obesidade e diabetes do tipo Il
(Ropelle et al., 2010), o que acompanha uma falha nos mecanismos de citoprote¢do, como
reducdo dos niveis intracelulares de chaperonas moleculares (Hooper e Hooper, 2005),
tornando estas um grande alvo farmacoldgico e ndo farmacoldgico (induzida de forma

enddgena) para o tratamento e mesmo prevencdo de doencas metabolicas.

1.1 Regulacéo do metabolismo energético pelo hipotalamo

A regulacdo do balanco energético é muito mais do que simplesmente regulacdo da
glicose plasmatica. O balanco energético envolve a ingestdo alimentar, 0 armazenamento e
utilizacdo de energia, que estdo sob regulacdo do sistema nervoso simpatico e parassimpatico
(Routh, 2002). Dentre as regides hipotaldamicas que participam deste controle energético,
destaca-se 0 nucleo arqueado, que possui neurdnios de projecdo divididos em dois grupos,
nomeados de acordo com os peptideos que liberam. O primeiro grupo libera peptideos
anorexigenos, chamados proopiomelanocortina (POMC) e transcrito regulado pela cocaina e
anfetamina (CART), e o segundo libera os orexigenos neurpoeptideo Y (NPY) e peptideo
relacionado ao gene agouti (AgRP). Dentre os hormonios capazes de atuar como sinalizadores
nesses neurbnios estdo a leptina e insulina, que atuam estimulando os neurdnios
POMC/CART e inibindo os NPY/AgRP, ocasionando, consequentemente, a sensacdo de
saciedade, e a grelina, que tem efeito contrario, estimulando os neurénios NPY/AgRP e
inibindo os POMC/CART, aumentando a fome e facilitando o comportamento de busca por
alimento (Elmquist et al., 2005; Mountjoy e Rutter, 2006; Lam et al. 2009; Morton e

1 E importante salientar que o hipotalamo néo pode ser considerado uma unidade anatémica ou funcional, pois
possui diversos nicleos e subdivisdes, que desempenham inimeras func¢des. Por razdes metodoldgicas, neste
trabalho o hipot&lamo ser4 referido como um todo.
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Schwartz, 2011). Ambos fazem conexBes com outros nlcleos do hipotdlamo, que exercem
efeito sobre o ndcleo do trato solitario (Fig.1), onde essas informagfes sdo integradas
juntamente com as outras que vem da periferia, por vias aferentes, regulando a ingestdo
alimentar (Schwartz et al., 2000; Morton et al., 2006).

V .
"as ¢, -
Glicas

PVN\O
\ J Resposta aos sinais °

de saciedade

NPY 4

Tecido adiposo POMC  vias anabélicas

Sinais
s Trato Gl Nervo vago
Aferéncia do SNS
¢ Ganglio cervical
Sinais de Mecanico superior
saciedade

Quimico

Fig 1. Figura demonstrativa do metabolismo energético. A leptina e a insulina estimulam vias catabolicas,
estimulando os neurdnios POMC/CART e inibindo a via anabolica dos neurdnios NPY/AgR, ambos originados
no nlcleo arqueado do hipotalamo. A grelina tem efeito contrario sobre essas vias. As vias provenientes do
nicleo arqueado do hipotdlamo (ARC) se projetam para a area lateral do hipotalamo (LHA) e nucleo
paraventricular (PVN), onde fazem conecg¢Bes com vias centrais simpaticas e parassimpaticas que se projetam
para areas do tronco encefalico responsdveis por processar sinais de saciedade. Aferéncias advindas do trato
gastrointestinal transmitem informacdes de saciedade pelo nervo vago e fibras simpaticas para o nicleo do trato
solitdrio (NTS), que sdo integradas as informagdes advindas do hipotalamo, regulando assim a ingestéo
alimentar. PVN, ndcleo paraventricular; DMN, nlcleo dorsomedial; VMN, ndcleo ventromedial; LHA, area
lateral hipotalamica; DHA, nicleo dorsal; PFA, area perifornical, ARC, nlcleo arqueado, NTS, ndcleo do trato

solitério. (figura modificada de Schwartz et al., 2000).

O encéfalo desenvolveu mecanismos para sentir e responder a mudancas nos niveis de
nutrientes. Sensores de glicose centrais e periféricos podem servir para informar ao encéfalo
que os niveis de glicose sanguinea estdo caindo a niveis perigosos (Routh, 2002). Existem
neurdnios em alguns ndcleos do hipotalamo e também do tronco encefalico que mudam sua
frequéncia de disparo de potenciais de acdo em resposta & mudangas na glicose extracelular e

plasmatica (Anand et al., 1964; Oomura et al., 1964, Shimizu et al., 1983), estes podem ser
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excitados (GE) ou inibidos (GI) pelos niveis elevados desta molécula (Burdakov et al., 2005).
O mecanismo de disparo dos neurdnios GE em resposta a elevacdes de glicose é muito
semelhante ao das células B pancreaticas, via canais de potassio sensiveis ao trifosfato de
adenosina (Katp) (Mountjoy e Rutter, 2006). Quando ha grande disponibilidade de glicose na
célula, hd um aumento na concentracdo de ATP, o que resulta em fechamento dos canais Katp
nestes neurdnios, causando despolarizacdo dos mesmos e liberagdo de neurotransmissor,
reduzindo a glicemia, pela reducdo na producédo de glicose pelo figado, via nervo vago (Lam
et al., 2005; Lam et al., 2009). Ao contrario, quando os niveis de glicose estdo baixos, o canal
permanece aberto, hiperpolarizando a célula. J& nos neurbnios GI, com o0 aumento na
concentracdo de glicose extracelular, ha uma diminuicdo na frequéncia de potenciais de agéo,
pela abertura de canais de CI” sensiveis a ATP. Quando os niveis de ATP sdo reduzidos nestes
neurdnios, os canais de CI~ fecham e ocorre despolarizacdo destas células. Os
neurotransmissores candidatos liberados nos neurénios GE e Gl sdo POMC/CART e
NPY/AgRP, respectivamente (Mountjoy e Rutter, 2006). A atividade dessas celulas € critica
no sentido de responder rapidamente a mudancas no status energético corporal, garantindo
neuroprotecdo contra excitotoxicidade glutamatérgica causada por situacbes de severa
deplecdo de ATP, e também pela necessidade de garantir que o metabolismo periférico e a
producdo de glicose sejam suficientes para as necessidades do encéfalo, envolvendo
integracdo entre informagdes sobre niveis de glicose extracelular local, dos sensores de
glicose na periferia e sobre o status metabdlico geral, a fim de gerar uma regulacdo
coordenada da homeostase da glicose para garantir que o encéfalo receba suprimento
adequado, ja que ao contrario de outros tecidos periféricos, o sistema nervoso central sofre
danos irreversiveis quando privado de glicose por alguns minutos (Routh, 2002; Burdakov et
al., 2005). Um fator importante a ser ressaltado é que estes neur6nios nao sdo responsivos
apenas a glicose, mas mudancas nos niveis de lactato mimetizam esses efeitos. Injecdo
intracerebroventricular (i.c.v.) de L-lactato (5 mM) é capaz de reduzir os niveis de glicemia
por diminuicdo da producdo de glicose hepatica e expressdo génica da glicose-6-fosfatase.
Este efeito é consequéncia da utilizacdo do lactato pelo encéfalo, pois o bloqueio da enzima
lactato desidrogenase (LDH) por infusdo de oxamato (i.c.v.) aboliu os efeitos da infuséo de L-
lactato sobre a glicemia e producdo de glicose. O bloqueio do metabolismo do lactato no
hipotdlamo resulta em uma perda de 40% da agéo inibitoria da glicose circulante sobre a
producdo de glicose, mostrando a importancia da glicose a lactato nos astrécitos e do lactato a
piruvato nos neurénios para a regulacdo da homeostase da glicose (Lam et al., 2005). O

bloqueio da producdo de glicose pelo figado por elevacdo na glicemia € prejudicado na
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diabetes do tipo Il (Matschinsky et al., 2006), porém o lactato (i.c.v.) é capaz de reduzir a
producéo de glicose em roedores com diabetes descontrolada, roedores com hipoinsulinemia e
roedores com resisténcia a insulina induzida por dieta, mostrando que seu efeito ndo é
dependente da sinalizacdo da insulina, pois reduz os niveis de glicose mesmo em situacdes de
resisténcia a insulina (Chari et al., 2008).

O sistema nervoso requer energia utilizando trés tipos de componentes de
redirecionamento energético (Peters et al., 2007): o primeiro é o alocativo, que redireciona o
fluxo energético do organismo para o encéfalo. Primeiramente os astrécitos suprem a
demanda energética dos neurénios com suas reservas de glicogénio, que é transformado em
lactato e entdo transportando para os neurénios, onde é oxidado (Pellerin et al., 2007).
Posteriormente, o sistema nervoso busca energia de tecidos periféricos, como o musculo
esquelético, que em repouso necessita de insulina para a captacdo de glicose via transportador
de glicose tipo 4 (GLUT4), ao contrario do encéfalo que possui o transportador de glicose tipo
1 (GLUT1) e ndo depende de insulina (Pellerin e Magistretti, 2011). Dessa forma, quando for
necessario, o encéfalo envia sinalizacdo simpatica via receptor a2 ao pancreas enddcrino, para
que este reduza a producdo e liberacdo de insulina (Chan et al., 1991; Chapman et al., 1999;
Fruehwald-Shultes et al., 2000), controlando assim a quantidade de glicose que é transportada
através da barreira hematoencefalica e a que € captada pela musculatura esquelética. Quando
0 musculo esquelético esta em atividade, ele € capaz de captar glicose na auséncia da insulina
(Shepherd e Kahn, 1999; Zorgano et al., 2002), produzindo e liberando lactato na corrente
sanguinea, de maneira dependente da intensidade e duracdo do exercicio. Parte do lactato é
reciclada no figado para manter a disponibilidade de glicose. Com o aumento da intensidade
do exercicio e da demanda energética encefalica, o encéfalo deve desencadear 0 aumento da
atividade simpatica que, por sua vez, estimula a producao de lactato pelo musculo esquelético
(Parolin et al., 1999), que em parte € utilizado pelas préprias células musculares (Brooks,
2002), mas em excesso é transferido para o plasma e eritrocitos (Gladden, 2004). O aumento
de lactato circulante sistémico atinge a circulacdo encefalica em concentracfes consideraveis,
podendo ser absorvidos via transportador de monocarboxilato 1 (MCT1) e captado pelos

neurdnios via transportador de monocarboxilato 2 (MCT2) para oxidagdo (Peters et al. 2007).

O segundo componente é o ingestivo (Peters et al. 2007), que se inicia ao vermos ou
sentirmos o cheiro de algum alimento, cessando o comportamento alocativo, aumentando o
ténus parassimpatico, levando as células  a produzirem insulina. Sensores de glicose na veia

portal do figado medem a quantidade de nutrientes e mandam aferéncias para os centros
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hipotalamicos, que suprimem a atividade simpética, aumentando ainda mais o tonus
parassimpético e a liberacdo de insulina (Fujita e Donovan, 2005). Como resultado disto,
temos grande captacdo de glicose pelo musculo e tecido adiposo, via GLUT4, que entdo é

armazenada em forma de glicogénio e triglicerideos (Peters et al., 2007).

O terceiro componente € o comportamento exploratério, que inicia quando o encéfalo
precisa de energia e ndo consegue obter prontamente (Peters et al. 2007). O comportamento
exploratorio é desencadeado pelo estado metabdlico do encéfalo ou pode ser iniciado
antecipadamente (aprendizagem), pois h& também um gasto energético na busca pelo
alimento, principalmente para a musculatura em atividade (Giacca et al., 2005), nédo
garantindo o suprimento do sistema nervoso central. Para evitar a falta de energia, o encéfalo
coordena simultaneamente o comportamento alocativo com o inicio do movimento
exploratorio por meio da ativacdo do sistema nervoso simpatico e do eixo hipotadlamo-
hipdfise-adrenal (eixo HPA), aumentando ainda mais a liberacéo de catecolaminas (adrenalina
e noradrenalina) para garantir lactato para as células nervosas até que seja encontrado

alimento (Kemppainem et al., 2005).

A longo prazo, um encéfalo que falha em satisfazer suas necessidades através do
componente alocativo, aumentando o ingestivo, pode ter como consequéncia um aumento da
massa corporal. Além disso, com esta falha na alocacdo de energia, ha também uma reducéo
no comportamento exploratorio e a atividade fisica € reduzida. Para manter entdo seus niveis
energéticos normais, o encéfalo manda comando para que a ingestdo seja maior, ja que este
ndo estd conseguindo redirecionar a energia corporal. Um exemplo disto é a hiperinsulinemia
com niveis normais de glicose, caso que antecede doencas metabdlicas e marca o aumento de
peso, 0 que fard com que a glicose seja direcionada para os tecidos periféricos, musculo
esquelético e tecido adiposo (Swinburn et al., 1991; Odeleye et al., 1997; Sigal et al., 1997).
Neste caso, uma dieta hipocaldrica ndo seria benéfica, pois reduziria ainda mais os nutrientes
disponiveis para o sistema nervoso central, fazendo com que este aumente 0s sinais para
aumento da ingestdo alimentar. Segundo a teoria do “encéfalo egoista”, essa seria a principal

causa da hiperfagia e consequentemente, da obesidade (Peters et al., 2004).

Como consequéncia do aumento do consumo de dieta rica em gorduras, diversos
disturbios hipotalamicos sdo descritos, como 0 aumento do estresse oxidativo e de atividade
de vias inflamatorias e apoptéticas nesta regido (Meng e Cai, 2011). Ratos que foram

alimentados por 16 semanas com uma dieta contendo 45% de gordura tiveram elevacao de
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diversas citocinas pré-inflamatorias, o que culminou na ativacao da via do fator nuclear kappa
B (NF-xB) e da c-Jun NH(2)-terminal cinase (JNK), que aumentaram a fosforilagdo do
substrato do receptor de insulina 1 e 2 (IRS1 e IRS2) no aminoéacido serina, causando
resisténcia a insulina (Souza et al., 2005). Em outro estudo, os animais receberam dieta
contendo 60% de gordura, e eles (Thaler et al., 2012) verificaram aumentos nos niveis de
MRNA de citocinas pro-inflamatdrias no hipotalamo em apenas 3 dias, com reducdo do
MRNA em 7, e retorno a niveis elevados em 28 dias, 0 que chamaram de padrao “on-and-off™.
Verificaram também que nos primeiros dias, o hipotdlamo era capaz de responder com
estimulos protetores, como aumento da astrogliose e de HSP72, mas com a manutencao da
exposicao a dieta hiperlipidica, o distdrbio do nucleo arqueado e da eminéncia mediana eram
reestabelecidos. Essa resposta inflamatéria também ativa uma sequéncia de eventos

apoptdticos, que resulta na morte de neurénios da POMC em até 25% (Moraes et al., 2009).

1.2 Proteinas de choque térmico

Proteinas de choque térmico (do inglés, heat shock proteins, HSP) sdo proteinas muito
conservadas durante a evolugdo das espécies, encontradas em organismos eucarioticos e
procarioticos. Foram descobertas em 1962, por surgimento de um novo padrdo de
espessamento cromossomal em células de glandulas salivares de Drosophila busckii quando

expostas acidentalmente a altas temperaturas (Ritossa, 1962).

Diversos outros estimulos estressores sdo capazes de induzir a expressdo destas
proteinas (Fig.2), como radiacdo ultravioleta, metais pesados (cadmio, mercurio, cobre e
zinco), arsenito de sddio (Levinson et al., 1990), andlogos de aminoacidos (Kelley e
Schlesinger, 1978), infeccdo microbial, inflamagdo, isquemia, &xido nitrico, estresse
oxidativo, horménios, antibioticos, estimuladores da proteina cinase C (PKC) (Ding et al.,
1978), além de agentes fisioldgicos como fatores de crescimento, diferenciagdo e diviséo
celular (Kiang e Tsokos, 1998). As HSPs respondem a estressores e situacdes clinicas que
causam disturbio na forma terciaria das proteinas e efeitos adversos no metabolismo, como

hipoglicemia e hiperglicemia (De Maio, 1999).

As HSP podem ser divididas em familias, de acordo com suas massas moleculares
(HSP110, HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e HSP30). A familia mais conservada e estudada
¢ a com peso molecular de aproximadamente 70 kDa (HSP70), que é dividida em duas
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formas: a constitutiva de 73 kDa (HSC70 ou HSP73) e a induzivel de 72 kDa (HSP70 ou
HSP72). A forma constitutiva € sintetizada na maioria das células e é induzivel somente de
maneira moderada, pois é constitutivamente expressa em condi¢des basais (Asea, 2005). Por
outro lado, a forma induzivel esta presente em menores quantidades nas células, mas pode ser

rapidamente sintetizada (Kiang e Tsokos, 1998).

A regulagdo da resposta ao estresse é mediada por um ativador transcricional, o fator
de choque térmico (HSF), que liga-se ao seu elemento regulador de choque térmico (HSE)
presente em todos os genes promotores. Em condigdes normais, 0 HSF esta presente na célula
na forma de monémero, e se liga ao DNA com baixa afinidade. Entretanto, em condicdes
estressantes, 0 HSF € convertido de forma reversivel ao estado trimétrico, e adquire alta
afinidade pelo DNA, se ligando no HSE presente nos promotores dos genes responsivos ao
estresse, aumentando, deste modo, a expressdo génica da proteina de choque térmico (Fig.2).
Sua atividade é reprimida pela interacdo com HSP90, HSP70 e HSP40 (retroalimentacao
negativa), assim como pela sua fosforilagdo nos residuos Ser303 e Ser307, e também por
acetilacdo da lis80 no dominio de ligacdo ao DNA (Orosz e Benjamin, 2007; Akerfelt et al.,
2010).
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Figura 2. Esquema de como alguns estimulos fisiol6gicos estimulam a sintese de proteina de choque térmico de
70kDa (HSP70). Em estado de repouso, o Fator de choque térmico 1 (HSF1) é um mondmero no citoplasma e no
nlcleo, sendo uma fosfoproteina mesmo em situages ndo estressantes que interage com a proteina de choque
térmico de 90 kDa (HSP90), HSP70 e proteina de choque térmico de 40 kDa (HSP40), ficando inativo. Durante
0 estimulo estressor, 0 HSF1 se dissocia do complexo das proteinas de choque térmico (HSPs), permitindo que
este seja trimerizado e se ligue aos elementos responsivos ao estresse (HSE) nos genes da HSP70, aumentando
seu mMRNA e expressdo protéica. Dentre as principais funcGes da HSP70, se destaca a sua atuacdo como
chaperona molecular, acompanhando as proteinas mutantes ou dobradas incorretamente para serem degradadas,
além de auxiliar no redobramento de proteinas que foram desnaturadas em fungdo do estresse. ROS, espécie

reativa de oxigénio; RNS, espécie reativa de nitrogénio; P, fosfato.

A HSP73 reconhece e se liga a residuos hidrofébicos expostos de proteinas
deformadas ou desnaturadas, que sdo acompanhadas para ubiquitinacdo, e posteriormente
direcionadas ao proteassoma para degradacdo. A HSP73 também participa da autofagia
mediada por chaperonas e regula fungdo de receptores esterdides (Akerfelt et al., 2010). A
HSP70 e induzida em situacOes de estresse, prevenindo agregacdo e mutacdo de proteinas,
além de ter efeito citoprotetor por ser antiinflamatoria (principalmente por bloquear o fator de

transcricdo NF-kB e a via da JNK), anti-apoptética (reduzindo liberagdo de citocromo-c) e
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defender o organismo contra o estresse oxidativo e privacdo de glicose e de oxigénio (Lee et
al., 2001; Matsumori et al., 2006; Buzzard et al., 1998, Bellmann et al., 1996).

A HSP72 é associada ao fendmeno de toleréncia pois quando uma célula é exposta a
um insulto subletal, que causa um aumento na expressdo desta proteina, um posterior insulto
mais severo nao causa tantos danos, pois esta protegido pela superexpressao de HSP72 (Lee et
al., 2001). Estruturas (microfilamentos e centrossomos) e processos (transcricao e translagéo)
sdo estabilizados ou reparados durante o segundo estresse nas células tolerantes (De Maio,
1999).

Dentre algumas doengas que vém sendo relacionadas com defeitos na expressao da
HSP70, esta a resisténcia a insulina, uma importante condicao fisiopatologica desencadeada
por um processo inflamatdrio crénico, principalmente em pacientes obesos. Estudos baseados
em bidpsia de muasculo esquelético de pacientes diabéticos mostram que o nivel de expressao
de mRNA de HSP72 esta reduzido quando comparado com individuos saudaveis, o que esta
correlacionado com o grau de resisténcia a insulina (Kurucz et al., 2002). Ao contrario, a
superexpressdo de HSP72 no musculo ou no camundongo inteiro foi capaz de proteger contra
hiperglicemia, hiperinsulinemia, intolerancia & glicose e resisténcia insulinica causada por
dieta ou obesidade e que esta protecédo parece estar fortemente associada ao efeito inibidor da
HSP70 sobre a ativacdo da JNK, inbindo a fosforilacdo do IRS-1 e 2 em serina e diminuindo a

resisténcia a insulina (Chung et al.,2008; Gupte et al., 2009).

1.2.1. HSP70 no Sistema Nervoso Central

Dentre as func¢bes da HSP70 no sistema nervoso central (SNC), pode-se ressaltar que elas
reconhecem e se vinculam a cadeias polipeptidicas nascentes para intermediar proteinas
dobradas, prevenindo sua agregacdo e desdobramento, participam da montagem e dobramento
de proteinas nascentes, promovem translocacao de proteinas atraveés da membrana intracelular
e estdo envolvidas na vida e morte celular (Landsberg, 2006). A HSP70 pode estar presente na
sinapse (Ohtsuka e Suzuki, 2000), modulando a atividade de canais de calcio pré-sinapticos
juntamente com proteinas de sequéncia de cisteina (csp). Também pode estar envolvida com a
plasticidade sinéptica quando presente na porgdo pos-sindptica, pois a HSP73 pode ser
induzida pela ativacéo sindptica (Kaneko et al., 1993) e acredita-se que esta esta envolvida
nos mecanismos que induzem receptores AMPA funcionais em sinapses silenciosas durante a
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inducdo da potenciacdo de longa duracdo (LTP) [Song et al., 1998]. Essa localizacdo pos-
sinaptica de HSP73 parece ser fundamental para a transmissdo sinaptica e sua regulacéo
mesmo na auséncia de estimulo nocivo, principalmente por seu papel na sintese proteica local,
se ligando a polipeptideos nascentes (Frydman et al., 1994) e permitindo a formacéo correta
de novas proteinas, fator essencial para a manutencéo da plasticidade sinaptica j& expressa, tal
como LTP e o processo de consolidacdo da memdria (Rao e Steward, 1991; Tiedge e Brosius,
1996).

Células individuais no encéfalo mostram diferentes suscetibilidades a situagbes de
estresse, podendo ou nao expressar proteinas de choque térmico, o que depende também do
tamanho celular (Morrison et al., 1994). Células pds-mitéticas, como 0s neurdnios, sdo
particularmente vulnerdveis ao efeito prejudicial de proteinas desdobradas e/ou agregadas
porque ndo podem diluir moléculas potencialmente toxicas através da divisdo celular. O
acumulo de proteinas desdobradas nos neurénios e em outras células acontece ao longo do
envelhecimento, concomitante com um declinio da atividade do proteassoma e com alteracGes

na indug&o e/ou capacidade funcional de chaperonas moleculares (Landsberg, 2006).

Diversos estudos demonstram que a HSP73 esta presente em grandes quantidades nos
neurbnios, mas que a forma induzivel esta presente constitutivamente apenas em astrdcitos
(Morrison et al., 1994; Loones et al., 2000). Além disso, a maior parte dos neurénios nao
parece ser capaz de sintetizar HSP70, em roedores, e humanos. Ap6s choque térmico
observou-se em encéfalos de ratos que a glia era capaz de expressar de 3 a 30 vezes mais
HSP72 que os neurdnios, e que 0s neurdnios menores expressavam 2 a 12 vezes mais HSP72
gue 0s neurbnios maiores, mostrando uma dependéncia de tipo e tamanho celular na
expressao desta proteina (Morrison et al., 1994). Outro estudo mostrou resultados
semelhantes, em experimentos com axonio gigante de lagostim a HSP73 era expressa de 4-9
vezes mais nos axonios do que na glia. Ainda néo se sabe ao certo os mecanismos envolvidos,
mas evidéncias apontam para diferencas na ligacdo do fator de transcricdo (HSF1) ao DNA,
que apesar de ter uma ativacdo mais tardia em cultura de neurdnios corticais de ratos, era mais
prolongada do que em cultura cortical de astrocitos (Nishimura e Dwyer, 1996). Além disso,
0s neurdnios que sdo capazes de sintetizar a forma induzivel parecem utilizar mecanismos pos
transcricionais, nao envolvendo o HSF1, como por exemplo uma forma constitutiva de
proteina cinase tipo IV dependente de célcio e calmodulina (CAMKIV), que é capaz de

induzir robusta elevacdo de HSP70 em motoneurdnios, células que ndo respondem a
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estimulos tipicos que ativam o HSF1, como bloqueador de glicogénio sintase cinase 3
(GSK3p), CAMKIIa ¢ proteina cinase C (PKC) [Taylor et al., 2007a].

O fato do neurdnio possuir grandes quantidades de HSP73 ndo o protege do estresse, pois
se essa proteina esta presente no corpo neuronal, e o insulto acontecer no terminal axonal, a
HSP73 tera que ser transportada ao longo de todo o axoénio. Isto realmente acontece, pois a
HSP73 sintetizada nas células ganglionares da retina foi transportada para o nervo e trato
Optico em coelhos, mas levou de 14 a 30 dias para chegar ao terminal de areas de projecfes
visuais, ou seja, ndo sendo eficaz em insultos que exijam rapida resposta de sintese proteica
(Clark e Brown, 1985).

De que forma entdo os neurdnios sobrevivem a situacdes de estresse? Acontece que,
apesar da maioria dos neurdnios ndo sintetizar HSP72, as células da glia, por sua vez,
sintetizam-na em grandes quantidades e muito rapidamente, além de j& possuirem valores
mais elevados como niveis basais, tendo essa proteina pronta para ser transportada (Loones et
al., 2000; Pavilik et al., 2003). Primeiramente foi visto que diversas HSPs eram liberadas pela
glia de lagostins em resposta ao choque térmico, tanto in vitro como in vivo, e que 0 axénio
gigante deste animal era capaz de captar essas proteinas de forma induzivel (Sheller et al.,
1998). Posteriormente, a inducdo de HSP72 por choque térmico foi avaliada (Guzhova et al.,
2001) em cultura de células de glioblastoma e neuroblastoma humano. Apds 20 minutos de
choque térmico a 44°C, houve aumento na expressdo de HSP72 em glioblastomas,
principalmente no ndcleo e nucléolo. Em 24 h se observou um aumento ainda maior, mas com
distribuicdo mais difusa pelo citoplasma. Essas células liberaram de 5 a 10 vezes mais HSP72
para 0 meio apds o choque térmico, sendo que os glioblastomas controles (10° células) foram
capazes de liberar 5-15 pg de HSP72 em 24 h, enquanto os glioblastomas submetidos a
choque térmico (10° células) liberaram 25-50 pg de HSP72 em 24 h. Os neuroblastomas,
quando incubados por 3 h em meio RPMI-1640 contento 20 pg/ml de HSP73/HSP72
biotinilada foram capazes de captar essa proteina do meio (35-40% das células), respondendo
com reducdo de 60% na morte celular quando expostas posteriormente a choque térmico por
30 minutos comparada com o controle que ndo foi exposto previamente a este meio de
incubacdo (Guzhova et al., 2001). Essa liberacdo de HSP70 pelos astrdcitos acontece via
eX0ssomos e segue mesmo apds 48 h do choque térmico. A sinalizacéo intracelular envolvida
na exportacdo de HSP70 necessita da via cinase regulada por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1 e
2) e proteina cinase B (PKB), além da diminuicdo da ativacdo da via da JNK (Taylor et. al,
2007b).
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Nas fatias de cortex e hipocampo de camundongos transgénicos que superexpressam a
HSP72 é possivel observar a protecdo dos neurbnios e astrocitos de diversos insultos, como
elevacdo de perdxido de hidrogénio, privacdo de glicose e de oxigénio e excitotoxicidade
glutamatérgica (Lee et al., 2001). Em cultura priméria de astrocitos, a superexpressdo de
HSP70 foi suficiente para proteger da privacdo de glicose, permitindo a manutencdo dos
niveis de glutationa forma reduzida (GSH) mais elevados, protegendo também contra o
estresse oxidativo (Xu e Giffard, 1997). Estudos in vivo com ratos comprovam este efeito
protetor, evitando a morte celular induzida por hipertermia corporal (aumento de 4,5°C na sua
temperatura basal) nas regides encefélicas que expressavam altos niveis de HSP72 (Belay e
Brown, 2006). A superexpressdo desta proteina também foi capaz de reduzir a letalidade em
células do hipotdlamo de camundongos causada por choque térmico de 38,2°C por 60
minutos, além de atenuar niveis de glutamato, glicerol, nitrito, producdo de citocinas pro-
inflamatorias, estresse oxidativo e deplecdo de ATP, reduzindo o dano neuronal nesta regido
(Chen et al., 2009).

1.2.2. Expressdo de HSP70 em resposta ao exercicio

O exercicio, devido as alteracdes fisioldgicas inerentes, é capaz de induzir a expressao
de HSP70 em diferentes tecidos. Mudancas na homeostasia celular através de alteracbes da
temperatura, pH, concentracdo de ions, degradacdo protéica, formacdo de radicais livres,
concentracéo de Ca®* intracelular, utilizagdo de oxigénio, de glicose, de glicogénio e deplecio
de ATP sdo fatores que podem ativar a sintese de HSP70 durante o exercicio (Febbraio e
Koukoulas, 2000; Noble et al., 2008).

O aumento da temperatura corporal e muscular durante o exercicio parece uma
maneira bastante 6bvia de induzir a expressdo de proteinas de choque térmico. No entanto,
um estudo (Whitham et al., 2007) realizado para verificar o efeito do aumento da temperatura
corporal durante o exercicio na expressdo de HSP70 utilizou fixacdo de temperatura (thermal
clamp) em humanos durante 2 h de exercicio de corrida em agua, 0 que evita alteracdes na
temperatura corporal durante a realizagdo do protocolo. Verificou-se um aumento na
expressao de HSP70 nos dois grupos que realizaram exercicio (com e sem o clamp), mas o
grupo com elevacdo de 2,2°C na temperatura retal (sem fixacdo) teve valores

significativamente maiores quando comparado com o grupo com fixacdo (clamp). Este
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aumento néo foi encontrado no grupo exposto somente ao aumento da temperatura de 2,2°C,
mostrando que o exercicio é capaz de aumentar a expressao da proteina por outros motivos
além da elevacdo da temperatura (Whitham et al., 2007). Além disso, foi verificado também
que o aumento de HSP72 no tecido muscular, induzido por exercicio de 60 minutos em
esteira, acontecia mesmo quando este era executado em um ambiente resfriado, sem

alteracdes na temperatura corporal (Skidmore et al., 1995).

Embora os radicais livres sejam continuamente produzidos no organismo, durante a
atividade fisica ocorre um aumento na producdo de espécies ativas de oxigénio (Fisher-
Wellman e Bloomer, 2009). Estudos com animais e humanos sugerem que a expressao de
HSP70 pode ser uma protecdo complementar ao estresse oxidativo (Smolka et al., 2000;
Khassaf et al., 2001), pois 6 h apdés uma sessdo de exercicio de 45 minutos em
cicloergbmetro, o musculo esquelético apresentou uma elevacdo na expressdo de HSP70, logo

apos o pico de atividade da enzima superdxido dismutase (Khassaf et al., 2001).

Apbs a realizacdo do exercicio de forma aguda, diversos tecidos sdo capazes de
sintetizar o mMRNA e a proteina HSP72, como o encéfalo, figado, coracdo, musculo, glandula
adrenal e células do sistema imunitario, como os linfocitos de linfonodos mesentéricos
(Febbraio e Koukoulas, 2000; Campisi et al., 2003). Apos exercicio em cicloergdbmetro
realizado até a exaustéo (63% do VO2 méx), os niveis de mRNA da HSP72 foram aumentados
em musculos de humanos quando comparado com valores antes do inicio da sessdo, o que foi
correlacionado com baixos niveis de glicogénio muscular (Febbraio e Koukoulas, 2000).
Além disso, o exercicio estimula a exportacdo de HSP72 dos tecidos para o sangue, onde esta
proteina apresenta um efeito contrario ao do intracelular, atuando como sinal de perigo, se
ligando ao NF-kB e estimulando a cascata pré-inflamat6ria. Esse aumento na exportacdo da
proteina estd diretamente relacionado com o volume e a intensidade de exercicio, pois se
verificou que uma maratona é capaz de elevar a HSP72 extracelular a niveis mais altos do que
qualquer outro protocolo imposto, mas, por outro lado, o exercicio de alta intensidade
mostrou maior exportagdo de HSP72 do que o de baixa intensidade, ambos quando
executados por um curto periodo de tempo (Fehrenbach et al., 2005). Quando havia
suplementacdo de glicose, se encontrou uma atenuacdo nos niveis de HSP72 presentes no
sangue ap0s 120 minutos de exercicio (Febbraio et al., 2004), mostrando mais uma vez que
alteracdes no metabolismo tém grande correlacdo com as modificacbes nos niveis desta

proteina.
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Durante o treinamento, a resposta da HSP70 pode variar muito, de acordo com a
duracdo, volume, e intensidade do exercicio executado. Quando comparamos individuos que
treinaram em diferentes intensidades, verificamos que a expressao de HSP70 s6 é aumentada
no grupo que treinou em alta intensidade e que apenas 0 MRNA desta é modificado com o
treino de baixa intensidade, mas que ainda é mais baixo quando comparado com o grupo que
se exercitou em alta intensidade (Liu et al., 2004). A resposta da HSP70 ao exercicio em
individuos treinados pode ser maior em magnitude (Fehrenbach et al., 2000) mas também em
duracdo. Em resposta a uma sessao intensa de exercicio, um individuo sedentario mostra
niveis elevados de HSP72 até 24 h depois, enquanto individuos treinados por 8 semanas
mostram valores 4,5 vezes maiores de HSP70 em resposta a uma sessdo aguda e que se
mantém por até 14 dias, sugerindo uma adaptacao da resposta da HSP70 ao treinamento. O
aumento de HSP70 no musculo esquelético também pode variar durante as diferentes fases do
periodo de treinamento, em que se observa uma elevacdo da producdo desta proteina com um
aumento do total de exercicios (Liu et al., 1999) e uma diminuicdo durante o periodo de
recuperacdo, da mesma forma que para 0 mRNA da HSP70 (Liu et al., 2000).

Estudos em ratos exercitados em esteira tém demonstrado aumento também da
expressao de HSP72 nos musculos mais exigidos durante atividade de corrida, como
gastrocnémio e soleo, além do ventriculo esquerdo (Skidmore et al., 1995), sugerindo que a
expressdo de HSP72 pode ser atribuido a intensidade especifica com que cada grupo muscular
é exigido no protocolo de exercicio escolhido.

O exercicio fisico, além de promover mudancas em diversas fungdes do sistema nervoso
central, como neurogénese, angiogénese, gliogénese, sinaptogénese, melhora da plasticidade
sinaptica quanto ao nivel de liberacdo de neurotransmissores, neuromoduladores e
neurotrofinas, defesa contra estresse oxidativo e maior permeabilidade da barreira
hematoencefalica, também provoca a indugdo de HSP70 neste sistema (Xin et al., 2010).
Campisi et al. (2003) mostraram uma elevacdo significativa da HSP70 no hipocampo, no
complexo vagal dorsal e no cortex pré-frontal de ratos, induzida por uma sessdo de exercicio
exaustivo em esteira em comparagdo aos sedentarios, o0 que pode proteger 0s neurdnios apos
varios insultos neuronais e danos letais subsequentes. O treinamento de trés semanas em
esteira protegeu contra infarto causado por oclusdo da artéria cerebral média de ratos
aumentando a expressdo de HSP72 e reduzindo a apoptose neuronal e o volume de infarto
(Liebelt et al., 2010). O treinamento pelo mesmo periodo também protegeu os ratos de

diversas maneiras contra infarto induzido por calor, diminuindo a hipotensdo arterial, a
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isquemia cerebral, o dano neuronal, e também aumentou a sobrevivéncia. Essa resposta foi
associada com o aumento de HSP72 em diversas areas encefalicas: cortex frontal, hipocampo,

estriado, nucleo do trato solitario e hipotalamo (Chen et al., 2007).

Um aumento na expressao de HSP72 no hipocampo e no cértex pré-frontal, concomitante
com uma diminuicdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel foi encontrado em ratos que
realizaram treinamento de natagdo por quatro semanas, mostrando, assim, que a HSP70 podia
inibir a expressao de iINOS pela inibicdo da ativacdo do NF-kB (Xin et al, 2010). O exercicio
do tipo forgado também se mostrou mais eficiente na protecdo neuronal quando comparado
com o exercicio voluntério, pois somente o exercicio em esteira (forgado) foi capaz de causar
neuroprotecao apos infarto por reperfusao, induzindo HSP70 e reduzindo o volume de infarto
(Hayes et al., 2008). O encefalo também é capaz de liberar HSP72 para o meio extracelular
em resposta ao exercicio de longa duracédo e intensidade moderada, mas seu papel biologico
ainda precisa ser elucidado (Lancaster et al., 2004).

Os estudos sugerem que a expressdo de HSP70 tenha uma forte influéncia nas vias
metabolicas e inflamatorias do hipotalamo, e que o exercicio é capaz de induzir esta proteina,
protegendo, assim, o sistema nervoso contra diversos danos e desempenhando, portanto, um
papel potencial na prevencdo e no tratamento da obesidade e diabetes mellitus do tipo 2.
Deve-se portanto verificar a modalidade e intensidade de exercicio que seja capaz de induzir
HSP70 no hipotalamo e também possiveis alteracdes no metabolismo energético.
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2. OBJETIVOS

2.2. Objetivo Geral

Avaliar a expressdo de HSP70 no hipotalamo de ratos ap0s exercicio e treinamento de natacédo
em diferentes intensidades e identificar os mecanismos desta expressao relacionados com o

metabolismo energético.

2.3. Objetivos Especificos

— Verificar a influéncia de diferentes intensidades de exercicio de natagdo na expressao de

HSP70 no hipotalamo (por Western Blot), acompanhando em diferentes tempos.

— Verificar a influéncia do treinamento fisico de natacdo em diferentes intensidades na

expressdo de HSP70 no hipotadlamo (por Western Blot), apenas 72 h apds a ultima sessao.

— Identificar as areas hipotalamicas (por imunofluorescéncia) que podem expressar HSP70

induzida pelo exercicio fisico.

— Verificar a correlacdo da expressdo de HSP70 (por Western Blot) induzida pelo exercicio
com o metabolismo da glicose e do lactato (glicemia, lacticemia, captacdo de glicose e lactato

pelo hipotalamo utilizando radioisétopos, contetdo de glicogénio do hipotalamo).

— Verificar a influéncia do L-lactato (intravenoso e intraperitoneal) na expressao de HSP70

pelo hipotalamo (por Western Blot).

— Verificar a influéncia dos receptores alfa adrenérgicos (blogueio de alfal, 2 e duplo) na

expressdo de HSP70 (por Western Blot) induzida pelo exercicio.
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3. METODOS

3.1 Animais

Este projeto (n° 21082) foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFRGS (03/10/2012) [anexo 1].

Foram utilizados 288 ratos (minimo de 4 animais por analise) Wistar (Rattus
norvegicus, var. Albinus), adultos (60 dias), machos, de 250-300g, obtidos no biotério central
do ICBS/UFRGS (CREAL), mantidos em caixas de polipropileno (33x17x40 cm), cinco
animais por caixa, em um ciclo de claro/escuro de 12 h e temperatura de 22+2°C. Os animais
receberam &gua e racdo ad libitum, dieta comercial padréo para ratos de laboratorio, contendo
aproximadamente 52% de carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipideos. Os procedimentos
experimentais seguiram as normas éticas brasileiras (Goldim, 1995) e os protocolos de
exercicio fisico estavam de acordo com o Livro de Modelos Animais de Exercicio Fisico
desenvolvido pela Sociedade Americana de Fisiologia (Kregel et al., 2006). Os cuidados com
0s animais foram de acordo com a Lei Arouca (11794/2008) e as condigOes experimentais
foram as mesmas descritas em metodologias ja utilizadas pelo grupo de pesquisa (Silveira et
al. 2006; Krause & Homem de Bittencourt Jr, 2008).

A morte dos animais por decapitacao foi escolhido para eutandsia por ser eficaz na perda
imediata de reflexos, além de produzir mudancas fisiolégicas minimas nos tecidos. Nenhum
anestésico ou outra substancia foi injetado nos animais por ocasido da decapitacdo. A morte
dos animais sob anestesia é 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), o que afeta também as concentracdes
de HSP70 (Febbraio 2004).
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3.2 Protocolos de exercicio

A escolha pelo protocolo de natacdo deveu-se, primeiramente, por ser menos
estressante para o animal do que o treinamento em esteira, como ja foi demonstrado
anteriormente (Campisi et al., 2003). Além disso, durante o exercicio, tende a haver uma
elevacdo da temperatura corporal, o que também pode induzir a expressao de HSP70, como
citado anteriormente. Com o protocolo de natacdo, podemos manipular a temperatura da agua
(30 £1 °C), o que evita que os animais tenham elevagdes na temperatura corporal. Na figura
3 constam os dados da temperatura retal dos animais nas diferentes intensidades de exercicio,
avaliadas com este mesmo protocolo (projeto n° 2008110, aprovado pelo comité de ética),
onde observamos que ndo houve elevacdo da temperatura corporal ap6s o exercicio de
natacdo, independente da intensidade.

401 TEMPERATURA RETAL
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Fig. 3. Avaliagdo da temperatura retal em animais submetidos ao exercicio de natagcdo, com temperatura da agua
constante (30£1°C) antes do inicio da sesséo (T antes) e nos diversos tempos apds o inicio: imediatamente (T
depois), 20 (T20), 40 (T40) e 60 (T60) minutos. Rep (repouso), 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal adicionada a
cauda. (*) diferente (p<0,05) do repouso no mesmo tempo. Teste da ANOVA de medidas repetidas, seguido de

post hoc de Tukey. Dados apresentados como média+DP.
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3.2.1 Exercicio agudo

Os ratos foram submetidos a exercicio/protocolo de natagdo de 20 minutos em tanques
de natacdo de vidro (45x45x56cm) com capacidade para que 4 animais nadem
simultaneamente e individualmente (20x20x56cm para cada animal) nos espacos preenchidos
com 45cm de agua a 30+1°C. Os animais foram primeiramente divididos aleatoriamente em
grupos de 5 animais cada. Em quatro grupos, 0s animais tiveram a adicao de contrapeso como
modulador da intensidade de nado (chumbinhos de pesca fixados com fita adesiva a base da
cauda dos mesmos; ndo sdo usadas borrachas para ndo interromper a circulagdo da cauda),
que correspondiam a 2, 4, 6 e 8% do peso corporal total de cada animal (Fig. 4). Em outro
grupo, o animal (controle, sem exercicio) foi mantido individualmente em um dos tanques de
natacdo com preenchimento de apenas 5 cm de dgua na mesma temperatura, para simulacéo
do estresse de permanecer na agua, além da exposicdo a mesma temperatura (grupo repouso).
Todos os animais foram previamente adaptados ao ambiente de natacdo em trés sessbes de
oito minutos de adaptacdo sem carga, com a finalidade de minimizar a interferéncia de uma
resposta ao estresse nos dados analisados. Apds um dia de intervalo, realizou-se o protocolo
de exercicio agudo. Apo6s os primeiros resultados de expressdo de HSP70, optou-se pela
escolha de apenas 3 grupos, o repouso (controle), o 4% (média intensidade) e o0 8% (alta
intensidade), ja que os grupos intermediarios ndo diferiam estatisticamente do controle, para

minimizar o uso de animais.
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Fig. 4. Imagens demonstrativas do protocolo de exercicio. A. Carga atada & cauda do rato. B. Agua rasa onde

dica o repouso. C. Tanque de natagdo de vidro, onde 4 animais nadam simultaneamente com 45 cm de agua.

3.2.2 Treinamento

Para os experimentos de treinamento, os ratos foram submetidos a treinamento de
natacdo (20 min por dia, 5 dias por semana, durante 8 semanas) com aumento de intensidade
realizado de forma progressiva (Tabela 1) em tanques preenchidos com agua a 30+1 °C. Os
animais foram divididos aleatoriamente em grupos de 5 cada, sendo 4 grupos com adigdo de
contrapeso de chumbinhos (2%, 4%, 6% e 8%), como modulador da intensidade de nado, e
um grupo controle, como descrito acima. Todos 0s animais foram previamente adaptados ao
ambiente de natagdo em 5 sessbes de 20 minutos de adaptacdo sem carga, que aconteceu na
primeira semana do periodo experimental. Os grupos foram posteriormente reduzidos para

repouso, 4% e 8%, da mesma forma que no experimento com exercicio de efeito agudo.
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Tabela 1 - Progressdo do treinamento: distribuicdo das cargas realizadas em uma progressdo de treinamento por
semana (SEM), para a adaptacdo dos animais a cargas mais intensas. % referente a porcentagem do peso

corporal do animal atado a cauda como sobrecarga.

1°SEM  2°SEM  3°SEM 4°SEM 5°SEM  6°SEM  7°SEM  8°SEM

<
e REP REP REP REP REP REP REP REP
S
= - 2% 2% 2% 2% 2% 2% 2%
=
(=
g - 2% 4% 4% 4% 4% 4% 4%
o
o
bt - 2% 4% 6% 6% 6% 6% 6%
a
a
< - 2% 4% 6% 8% 8% 8% 8%
TEMPO 20 20 20 20 20 20 20 20

Os tempos de morte dos animais ap0s o exercicio foram definidos a partir de
experimentos realizados sobre a cinética da expressdo da HSP70 no sistema nervoso central
(Guzhova et al., 2001; Campisi et al., 2003; Taylor et al., 2007). A expressao desta proteina
induzida por estresse comega cerca de 1h ap6s choque térmico em astrocitos, que passam a
transferir a HSP70 para os neurdnios que, por sua vez, aumentam a expressdo de HSP70 a
partir de 4h. Deve-se salientar que estes estudos foram realizados em cultura de células e para
outros tecidos encontram-se picos de expressdao com 12 h apds o choque térmico. Sendo
assim, nos tempos escolhidos (2, 6 e 12 h) é possivel acompanhar se tal mecanismo também
ocorre no hipotalamo, induzido pelo exercicio. A avaliacdo imediatamente apds o exercicio é
com o intuito de avaliar os valores basais, e para confirmar se em todos 0s animais os valores
basais sdo similares. Para avaliar somente os efeitos do treinamento, sem que haja
interferéncia da Gltima sessdo, foi utilizado um grupo com exercicio de efeito crénico por 72 h
(crénico 72 h), para efeito comparativo do treinamento com apenas uma sessao de exercicio.

A organizagdo de todos 0s grupos experimentais estd apresentada na Figura 5.
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GRUPOS

| EXPERIMENTAIS

AGUDO CRONICO

Oh 2h 6h |l 12 h || 72h 72h
Rep,4% e 8% Rep,4% e 8% Rep,4% e 8% I‘ Rep,4% e 8% I| Rep,4% e 8% Rep,4% e 8%
J/ v o J/

Fig. 5. Organizagdo dos grupos experimentais. Os grupos foram divididos em “agudo” e “cronico”. No grupo

\
\,
\.
\

.

agudo, a morte dos animais ocorre imediatamente, 2 h, 6 h, 12 h e 72 h ap6s uma (nica sessdo de exercicio. No
grupo crénico, a morte dos animais ocorre somente 72 h ap6s a uUltima sessdo de exercicio. Todos 0s grupos

dividem-se em 3 intensidades: o0 repouso, 4 e 8% de seu peso corporal atado a cauda.

3.3 Dosagem de lactato e glicose

Em diferentes tempos ap0ds o exercicio, foram extraidos 25 puL. de sangue do animal por
puncdo caudal para medidas de lactato e glicose. As extracdes foram realizadas nos animais
submetidos ao exercicio fisico agudo, assim como nos animais submetidos ao treinamento de
8 semanas. O animal era colocado sobre a mesa, coberto com uma toalha de modo que ficasse
apenas a cauda visivel e entdo era feito um pequeno furo com lanceta especifica (Accutrend®
Roche), o que durava apenas 10 segundos. O sague era coletado diretamente nas fitas de
glicose/lactato e analisadas imediatamente em lactimetro (Accutrend® Lactate, Roche), sendo
o resultado expresso em mmol/L de sangue, e em glicosimetro (On Call Plus), com resultado

expresso em mg/dL.
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3.4 Western blot

Para determinacdo da expressdo de HSP70 por Western Blot, o hipotalamo foi extraido
por inteiro [limite anterior: quiasma optico (Bregma -0,12 mm), limite posterior: nucleo
ventral tiberomamilar (Bregma -4,44 mm), limite superior: borda superior da comissura
anterior, limite inferior: quiasma optico] e coletado em tubo tipo Eppendorf contendo 350ul
de dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1% e 1ul de cada inibidor de protease (fluoreto de
fenilmetilsulfonila-PMSF 100uM, N-tosil-L-lisina clorometil-cetona-TLCK 20uM, aprotinina
2ug/mL e leupeptina 2pg/mL) para serem homogeneizados com seringa de insulina. Em
seguida, o contetudo foi centrifugado a 15.000 g por 1 min a temperatura ambiente e 0
sobrenadante coletado. A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(Bradford 1976), e as amostras foram posteriormente diluidas em SDS 0,1% para uma
concentracdo de 2ug/ul, e depois com tampdo de amostra [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], para
obter a concentracao final de 1ug/ul. Antes de aplica-las no gel, as amostras foram fervidas a
100°C por 5 min para desnaturacdo completa das proteinas. Quantidades iguais de proteina
(~40ug por poco) foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10% para separacdo durante 4 h e
utilizando corrente elétrica constante a 15 mA por gel. Foi utilizado o sistema vertical Slab
Gel Mini-Protean TetraCell (BIO-RAD) preenchido com tampéo de corrida contendo Tris a
25 mM e SDS a 1% (m/v). Foi usado como marcador de peso molecular, 5 pL de mistura de
proteinas recombinantes pré-coloridas (c6d. RPN800OE, GE Health Care) por gel. Para a
realizacdo do procedimento de eletrotransferéncia, pelo qual ocorre a transferéncia das
proteinas para uma membrana de nitrocelulose (GE Health Care), foi utilizado o sistema
refrigerado Blot Cell (BIO-RAD) a 100V constantes por 1 h e 30 min. A confirmagdo do
sucesso dos procedimentos descritos foi obtida pela coloracdo da membrana de nitrocelulose
com Vermelho Ponceau S (Red Ponceau S, sal de sddio 0,3%, Sigma) em solucdo de acido
tricloroacético a 3% e, em seguida, descoradas com solu¢cdo TEN (Tris-EDTA-NaCl a
respectivamente 50, 5 e 150 mM)-Tween 0,1% (v/v).

O procedimento de imunoblotting foi realizado inicialmente incubando as membranas de
nitrocelulose por 30 min com tampéo de bloqueio (leite em pd desnatado a 0,5% em TEN-
Tween 0,1%) em temperatura ambiente; as membranas foram entdo colocadas, sob agitagéo,

com anticorpo primario especifico, a 4°C, overnight. Foram feitas 3 lavagens consecutivas de
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15 min com TEN-Tween 0,1%, e entdo mais 1 h de incubacdo se seguiu sob agitacdo, a 4°C,
com o anticorpo secundario. Mais 3 lavagens foram feitas com TEN-Tween 0,1% e a
imunodeteccdo foi realizada por quimiluminescéncia com uso de Luminol, acido p-coumarico
e HxOz, sendo a quimiluminescéncia fotodocumentada (60 fotos, 1foto/10seg) e as imagens
quantificadas com auxilio do sistema automético ImageQuant 350 (GE Health Care).

Para determinar a expressdo de HSP70 foi utilizado anticorpo monoclonal anti-HSP70
(Sigma cdd. 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 tampao de
bloqueio, seguido de anticorpo conjugado com peroxidase HRP (Sigma cdd. A9044, Anti-
IgG de camundongo), a uma diluigdo de 1:10000 em tamp&o de blogueio.

Como normalizadores, foram utilizados a B-Actina ou 0 GAPDH diluidos 1:500 com
tampé&o de bloqueio. Foi realizada incubagdo com anticorpo anti-f-actina produzido em cabra
(c6d. 1616, Santa Cruz), seguido do secundario anti-lgG de cabra marcado com peroxidase
(c6d. A5420, Sigma), diluido 1:10000 com tampéo de bloqueio, ou anti-GAPDH produzido
em coelho (cod. G9545, Sigma) e com o secundario anti-lgG de coelho marcado com
peroxidase (c6d. A0545, Sigma), diluido 1:20000 com tampéo de bloqueio. Os dados seréo
apresentados como unidades arbitrarias da razdo obtida entre o volume de pixels de cada
banda de interesse pela quantidade de pixels detectada nas respectivas bandas das proteinas

normalizadoras.

3.5 Imunofluorescéncia

Esta analise in situ foi utilizada para verificar a localizacdo da HSP70 que se mostrou
aumentada no hipotdlamo do animal exercitado com 8% de carga. Nestes estudos, foi
investigada a expressdo de HSP70 apenas com grupo 8% e o com o repouso (controle). Foram
realizadas secgdes seriadas de todo o hipotdlamo para identificar em quais nicleos a
imunomarcacdo estaria localizada. Cortes alternados foram empregados para
imunofluorescéncia ou corados com hematoxilina e eosina para facilitar o reconhecimento das

estruturas, utilizando como referéncia o atlas do Paxinos e Watson, 2009.

Os animais foram anestesiados com xilazina 10 mg.kg™* (0,05 mL de xilazina 2% para
100 g de rato) e cetamina 90 mg.kg™ i.p. (0,09 mL de cetamina 10% para 100 g de rato) para
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a realizacdo da perfusdo transcardiaca. Foi injetado inicialmente solucdo salina tamponada,
PBS (NaCl - 136,8 mM, KCI - 2,7 mM, KH2POj4 - 0,9 mM, Na2HPO4 - 6,4 mM, pH 7,4) com
auxilio de uma bomba de perfuséo, até que a salina liberada da perfuséo através do ventriculo
direito estivesse livre de sangue (300 ml em média). A seguir injetou-se uma solucdo de
paraformaldeido 4% diluido em tampéo fosfato 0,1M (pH7,4) para fixagdo do tecido (500 ml
em média). O encéfalo foi, entdo, extraido e pos-fixado por imersdo em paraformaldeido 4%,
por 4 h a temperatura ambiente. Os tecidos foram crioprotegidos, primeiro em solucdo de
sacarose 15% seguido de sacarose 30%, diluidas em tampé&o fosfato 0,1M (pH7,4). O tecido
foi entdo colocado em isopentano e congelado em nitrogénio liquido. Os cortes foram feitos
em criostato (Leitz) com espessura de 30um.

Os cortes foram incubados por 15 min com glicina 0,01 M em PBS, para minimizar a
fluorescéncia causada pelo paraformaldeido, seguido de incubacdo por mais 15 min com PBS
contendo 0,1% de albumina (cod. A4503, Sigma) e 0,2% de Triton x-100 para blogueio dos
sitios inespecificos. Os cortes foram entdo incubados com os anticorpos primarios, diluidos na
solugdo de bloqueio, por 1 h. Para controle negativo, utilizou-se somente a solugéo de
bloqueio. Foi feita marcacdo dupla, com o anti-HSP70 (1:200) feito em camundongo (cod.
H5147, Sigma) e o anti-GFAP (1:100) feito em coelho (c6d. G9269, Sigma) para evidenciar
possiveis colocalizacdes de expressdes em astrocitos. Seguiram-se 3 lavagens de 15 min com
PBS e foi, entdo, incubado com o0s anticorpos secundarios, que eram marcados com
fluoréforos diferentes. Para marcar a HSP70 utilizamos o anti-lgG de camundongo (1:400)
conjugado com CY3 (cod. C2181, Sigma), e para GFAP, o anti IgG de coelho (1:400)
conjugado com FITC (c6d. Ab79063, Abcam). Foram feitas mais 3 lavagens de 15 min, e
aplicado o DAPI fluorshield (F6057, Sigma), que marca os nlcleos e também serve como
meio de montagem para colocacdo da laminula. As fotomicrografias foram obtidas no
microscopio 1X81 (Olympus), com filtros especificos e com tempo de aquisicdo de 5
segundos. O controle negativo de cada corte em sequéncia foi descontado da imagem positiva,

como background.

3.6. Captacao de glicose e lactato radiomarcados

Os estudos relativos a captacdo de glicose foram realizados com 2-deséxi-D-glicose
(2-DG) triciada, 2-[1,2-*H (N)]-desoxi-D-glicose (cod. NET32800, Perkin Elmer),
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radioatividade especifica: 8 Ci/mmol, 1 mCi/mL; N = nominalmente marcada
(especificamente nos 2 hidrogénios do C-2); 1,57 uCi/100 g de rato. Estes estudos foram
destinados a investigacdo da captacdo de glicose pelo hipotdlamo dos animais sedentarios que
realizaram uma sessdo de exercicio e foram analisados nos tempos 0 h, 12 h, 72 h e dos
animais que treinaram por 8 semanas, sendo analisados 72 h ap6s a ultima sessdao de
exercicio. A captacdo de lactato foi realizada com [**C] &cido latico (NEC59905, Perkin
Elmer), radioatividade especifica: 118,4 mCi/mmol, 0,1 mCi/ml. Estes estudos foram
destinados a investigacao da captacdo de lactato pelos tecidos que utilizam intensamente esta
molécula como fonte de energia, assim sendo, foram utilizados o figado, o coracdo, e o foco

principal deste estudo, o hipotalamo dos animais do grupo agudo 0 h.

Os animais receberam injecdo intraperitoneal com os radioisétopos diluidos em PBS,
em um volume em pl igual ao seu peso corporal em gramas (1ul/1g), 30 min antes da morte.
No grupo agudo 0 h, a injecdo foi aplicada 10 min antes do inicio da sesséo de exercicio, que
durou 20 min, e imediatamente ao final da atividade, ocorreu a morte do animal e extracao
dos tecidos e do sangue, que foi centrifugado a 4000 rpm para separacdo do plasma, que foi
colocado imediatamente em tubos tipo eppendorf e congelados até o final do experimento.

Para leitura da presenca de substancia radiomarcada no plasma, este foi aplicado
diretamente (100 puL) em flaconete e completado com liquido de cintilacdo (Perkin Elmer).
Essas amostras foram retiradas para o calculo da radioatividade especifica, levando em
consideracdo a glicose “fria” circulante ja presente. O coragdo foi exsanguinado e, como 0
figado, lavado com PBS. Os tecidos foram pesados e entdo homogeneizados em agua milliQ
(em volume 5 vezes maior que o tecido). O volume total dos homogenatos foi centrifugado a
15.000 x g por 1 min. Do sobrenadante, foram coletados 100 puL completando-se com liquido
de cintilacdo (Perkin Elmer) no flaconete. Para o célculo da radioatividade especifica,
utilizou-se a seguinte equagdo: [(dpm/mL de radioatividade plasmatica) / (umol/mL de

glicose plasmatica)].

Os resultados de radioatividade especifica de cada animal (em dpm/umol) foram
utilizados para calcular a quantidade de glicose (em umols) captada em cada tecido analisado.
A radioatividade foi lida em contador RACKBETA liquid scintillation counter FLEXI-VIAL
(LKB Wallac 1209) em dpm e os resultados convertidos para umol ou nmol dependendo do

Caso.
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3.7 Captacéao de glicose e lactato ex vivo

Imediatamente apos o término da sessdo de exercicio agudo, os animais foram mortos
e seu hipotalamo retirado (assim como para Western Blot). Este foi pesado e colocado em
frascos de Warburg modificados (com poco de vidro central com capacidade para 500 pl),
contendo 500ul de solugdo de Ringer Bicarbonato (NaCl 118 mM, KCI 4,61 mM, KH2PO4
1,19 mM, CaCl2.2H.0 2,5 mM, MgS04.7H20 0,74 mM, NaHCOs™ 25 mM, pH 7,4) a 37 °C,
mais 1 pl de 2-[1,2-*H (N)]-desoxi-D-glicose e 1ul de [Y*C] 4cido latico, posteriormente
gaseificada com carbogénio (5% de CO2/95% de Oz) e incubada por 90 min em constante
agitacdo (100 rpm), em banho a 37°C. Outros dois experimentos foram realizados da mesma
maneira, mas com 10 ou 20 mM de L-lactato (L7022, Sigma) adicionando ao meio Ao
término da incubacéo, o tecido foi lavado em solucdo de Ringer gelada, para tirar 0 excesso
de radioatividade absorvida ao tecido. Depois de seco em papel filtro, o tecido foi
homogeneizado em agua milliQ (em volume 10 vezes maior que o tecido) com seringa de
insulina. As amostras de tecido e também do meio de incubagdo foram centrifugadas a 15000
g por 1 min, e 100 ul do sobrenadante foi coletado e colocado em flaconete com liquido de
cintilagdo Perkin Elmer, para entdo ser lido em contador RACKBETA liquid scintillation
counter FLEXI-VIAL (LKB Wallac 1209) em dpm. Para o célculo final, utilizou-se a

seguinte equacdo: [(umol/g de tecido) / (dpm/mL de radioatividade presente no meio)].

3.8 Extracdo e dosagem de glicogénio

Os hipotdlamos (em média 50 mg) foram extraidos dos animais submetidos aos
protocolos de exercicio agudo, dos grupos repouso, 4% e 8%, nos tempos 0 h, 12 h e 72 h. Os
tecidos frescos foram colocados em tubos de ensaio contendo 1 ml de KOH 30%, foram
fechados e colocados em banho fervente a 100°C até dissolver o tecido. Foi entéo adicionado
3,1 ml de etanol 90%, os tubos foram invertidos para misturar a amostra que fica levemente
precipitada ao fundo, e passaram por mais 10 min no banho a 70°C. As amostras foram entao
colocadas em gelo para precipitacdo das moléculas de glicogénio por 1 h. Em seguida, as

amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 min e os sobrenadantes descartados. As
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amostras foram ressuspensas em 1 ml de etanol 70% e colocadas novamente em gelo por mais
1 h. Seguiu-se a mesma centrifugacdo acima e os sobrenadantes foram descartados. Foi
preparada uma curva padrdo a partir da solucdo estoque de glicogénio 1 mg / mL diluida em
agua milliQ. As amostras e a curva foram ressuspensas em 50 ul de agua milliQ, foi
adicionada a mesma quantidade de acido cloridrico 4 N e foram aquecidas por 1 h em banho
fervente a 100°C para induzir a hidrdlise das moléculas de glicogénio. A solucdo foi
neutralizada com 70ul de carbonato de sédio 2 M para dosagem por kit de glicose a partir da
formacdo de perdxido de hidrogénio e acido glicbnico 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

concentracéo de glicogénio hipotalamico foram expressos em mg/g de tecido fresco.

3.9 Injecdo de L-lactato

A injecdo de L-lactato (cod. L7022, Sigma) foi realizada para verificar se os resultados
obtidos pelo Western Blot poderiam ser mimetizados apenas modificando a concentracao
sanguinea de lactato, para os valores encontrados em diferentes intensidades de exercicio. Os
grupos foram entdo separados pela concentracdo de lactato injetada: PBS, 3, 5, 10 e 20
mmol/L de L-lactato. O volume injetado de PBS em microlitros foi igual ao peso do animal

em gramas (1pul/1g). O célculo para tanto segue no exemplo abaixo:

Para saber o volume médio de sangue do animal, considerou-se: 0,06 x peso + 0,77 (Lee e
Blaufox, 1985).

Entdo para injetar 20 mmol/L em um rato de 300g: 0,06 x 300 + 0,77 = 18,77 ml de sangue.
Se 0,300 x ci = 18,77 x 20 = 1251,33, entdo 112,06 (PM L-lactato) x 1251,33/ 1000 = 140,22.

Como 140,22 x 0,300/ 1000 = 0,042 g, portanto, 42mg em 300ul s&o injetados em um animal
de 300g.

Os animais receberam a injecdo intraperitoneal nas concentracOes designadas para
cada grupo e foram mortos 12 h ap0os, em cujo tempo encontramos diferenca na expressao de

HSP70 no grupo exercitado. O hipotalamo foi retirado e processado para Western Blot. Este

41



mesmo experimento também foi repetido injetando L-lactato intravenoso, utilizando-se a veia

caudal.

3.10 Injecéo de D-lactato

Para verificar se o D-lactato era capaz de competir com o L-lactato circulante e
bloquear o efeito de aumento de HSP70 no grupo 8%, realizamos a inje¢édo deste, intravenosa

(veia caudal), 10 min antes do inicio da sessdo aguda de exercicio.

Os grupos repouso, 4% e 8% tem valores médios de lacticemia de 1, 5 e 10 mmol/L
respectivamente. Foi entdo injetado D-lactato (c6d. 71716, Sigma) nas concentracoes
proporcionais de cada grupo, que fossem suficientes para competir com o L-lactato circulante.
Como L-lactato tem uma afinidade maior por seu transportador, foi colocado exatamente o
dobro dos valores de D-lactato. Ou seja, 0 grupo repouso apenas recebeu PBS, pois ndo tem
alteracdes na lacticemia depois de 20 min, o grupo 4% recebeu 10 mmol/L de D-lactato, e o
grupo 8% recebeu 20 mmol/L. O célculo da concentracdo e volume foi 0 mesmo realizado no
L-lactato, citado acima. Apo6s 12 h do término da sessdo de exercicio, os animais foram

mortos e o hipotalamo processado para Western blot.

3.11 Bloqueadores adrenérgicos

Para verificar se a via a-adrenérgica pudesse ser um possivel mecanismo que
determinasse a alteracdo da expressdo de HSP70 no hipotdlamo 12 h ap6s o exercicio,
realizamos o mesmo protocolo de exercicio agudo, com as 3 diferentes intensidades.
Realizamos o bloqueio a-adrenérgico do receptor o, do receptor o2 e 0 blogueio duplo, dos

dois receptores ao mesmo tempo.

O farmaco utilizado para bloqueio do receptor a1 foi prazosina, 1 mg/kg de peso (cod.
P7791, Sigma), enquanto para o foi utilizado a loimbina, 1 mg/kg de peso (cod. Y3125,
Sigma) [Flavahan e McGrath, 1980]. Para o bloqueio duplo foram utilizadas as duas drogas
juntas, diluidas em PBS. O volume injetado em microlitros foi igual ao peso do animal em

gramas (pl/g). A administracdo foi via intraperitoneal, 30 min antes de o animal iniciar a

42



sessdo de exercicio. Os animais foram mortos 12 h ap6s o término da sesséo, e o hipotdlamo
foi processado para Western Blot.

3. 12 Andlise estatistica

Nos experimentos de Western Blot foi realizado teste de normalidade de Shapiro-Wilk
e, como os dados apresentavam distribuicdo normal, foi entdo utilizado o teste de variancia
ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc de LSD, para comparar as diferentes
intensidades (Rep, 2%, 4%, 6% e 8% do peso corporal atado a cauda). Para os demais
experimentos, que possuiam além do fator intensidade, também o tratamento (diferentes
concentracdes de L-lactato, D-lactato ou diferentes bloqueadores de receptores adrenérgicos),
ou ainda tempos diferentes de analise, foi utilizado teste da ANOVA de duas vias e, se
significativo, o teste de post hoc de LSD. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Os
dados foram apresentados como média +DP. Para as correlagdes foi utilizado o nivel de
significancia do teste de Pearson e o r? da equacido da reta. Os dados foram processados

utilizando o software Statistica 10.0.
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4. RESULTADOS

4. 1 Efeito do exercicio e do treinamento de diferentes intensidades na imunodeteccao de
HSP70 no hipotalamo de ratos.

Os dados foram obtidos de animais que foram divididos em grupos exercitados de
forma aguda, e grupos que passaram por 8 semanas de treinamento, com incremento
progressivo de carga. Nos grupos agudos, as mortes ocorreram imediatamente, 2 h, 6 h, 12 h e
72 h apds uma Unica sessdo de exercicio, e nos grupos cronicos, a morte ocorreu apenas 72 h
apos a ultima sessdo (Quadro 1). As intensidades foram divididas em 2, 4, 6, e 8% do peso
corporal do animal atado a base da cauda, além do animal sedentario, que permaneceu em
agua rasa. O hipotalamo foi entdo extraido, e processado para Western Blot, para verificar a

expressao de HSP70, assim como do normalizador, a actina.

Os valores de HSP70 apresentaram mudangas significativas 12 h apos a execu¢do do
exercicio agudo, onde encontramos um aumento na expressao desta proteina no grupo que se
exercitou com maior intensidade, quando comparado com 0s grupos repouso, 2% e 4% (Figs.
6 a 11). Esse aumento encontrado correlaciona-se positivamente ao aumento da intensidade
do exercicio (Fig. 10), ou seja, quanto maior a intensidade do exercicio, mais alta a expressdo
de HSP70 no hipotalamo. Nos demais tempos ndo houve diferenca significativa, sendo assim,
até 6 h depois da sessdo, ndo hd mudanca na sua expressao, assim como 72 h depois, quando

os valores, que estavam elevados com 12 h, j& voltaram a valores basais.

QUADRO 1
Habituacao exercicio
8 min & min 8 min morte
| ] ] | Rep 2% 4% 0% 8% loh,2h,6h,12h,72h
[2an I 2an | asn | 20min |

| & semanas | 72h

cronico

Quadro 1. Esquema experimental realizado para analise da expressdo de HSP70 no hipotadlamo. Durante 3
dias de habituacdo os animais nadaram por 8 min cada dia. Depois de 48 h foram expostos a sessdo de
exercicio de efeito agudo sob diferentes intensidades por 20 min. As analises aconteceram em diferentes
tempos apds a sessdo de exercicio. No grupo crdnico, 0s animais passaram por 8 semanas de treinamento,
com aumento progressivo de carga, realizado 5 vezes por semana, por 20 min. Os animais foram analisados

apenas 72 h apo6s a ultima sesséo de exercicio.
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Fig. 6. Imunodeteccdo de HSP70 (n=6) no hipotalamo de ratos imediatamente apds sessdo aguda de exercicio de
diferentes intensidades (Rep, 4%, 6% e 8%). Nao houve diferenga estatistica entre os grupos (p=0,576). Teste da

ANOVA de uma via. Dados apresentados como médiatDP.
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Fig.7. Imunodetec¢do de HSP70 (n=4) no hipotalamo de ratos 2h apds sessdo aguda de exercicio de diferentes
intensidades (Rep, 4%, 6% e 8%). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos (p=0,531). Teste da ANOVA

de uma via. Dados apresentados como média+DP.
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Fig. 8. Imunodeteccdo de HSP70 (n=4) no hipotdlamo de ratos 6 h ap6s sessdo aguda de exercicio de diferentes
intensidades (Rep, 4%, 6% e 8%). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos (p=0,389). Teste da ANOVA

de uma via. Dados apresentados como média+DP.
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Fig. 9. Imunodeteccdo de HSP70 (n=6) no hipotadlamo de ratos 12h apds sessdo aguda de exercicio de diferentes
intensidades (Rep, 4%, 6% e 8%). (*) diferenca de p<0,05 entre o grupo 8% quando comparado com 0S grupos
Rep, 2% e 4%. Teste da ANOVA de uma via, seguido do teste de post hoc de LSD. Dados apresentados como

médiazDP.
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Fig. 10. Correlagdo entre a imunodeteccdo de HSP70 no hipotalamo de ratos e a intensidade de exercicio 12 h

apos sessdo aguda de exercicio de diferentes intensidades (Rep, 4%, 6% e 8%). H& uma correlagdo positiva entre

a expresséo da proteina e a intensidade de exercicio (correlagdo de Pearson p<0,05).
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Fig. 11. Imunodeteccdo de HSP70 (n=4) no hipotdlamo de ratos 72h apés sessdo aguda de exercicio de
diferentes intensidades (Rep, 4%, 6% e 8%). Nao houve diferenga estatistica entre os grupos (p=0,262). Teste da

ANOVA de uma via. Dados apresentados como médiatDP.

Sob o treinamento em que a expressdo da proteina € avaliada apenas 72 h depois,
justamente para evitar o efeito agudo da ultima sessdo, € possivel ver uma diferenca
significativa do grupo exercitado com 8% de carga em comparagao aos grupos repouso, 2% e
4%, assim como aconteceu no agudo 12 h (Fig. 12), salientando que estes valores nédo estdo
sofrendo influéncias da ultima sessdo (demonstrados pelo efeito agudo de 72 h, que ndo
sofreu modificacdes). Isso mostra uma adaptacdo ao treinamento, que resultou em niveis
basais de HSP70 mais elevados no grupo que treinou com maior intensidade. Estes valores da
expressao de HSP70 no hipotalamo correlacionam positivamente com o nivel de intensidade
trabalhada (Fig. 13).
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Fig. 12. Imunodeteccdo de HSP70 (n=8) no hipotalamo de ratos treinados durante 8 semanas (5X por semana)
72h apds a dltima sessdo de exercicio de diferentes intensidades (Rep, 4%, 6% e 8%). (*) diferenca de p<0,05
entre o grupo 8% quando comparado com 0s grupos Rep, 2% e 4%. Teste da ANOVA de uma via, seguido do

teste de post hoc de LSD. Dados apresentados como médiazDP.
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g. 13. Correlacdo entre a imunodetecgdo de HSP70 no hipotdlamo de ratos e intensidade de exercicio no grupo
cronico 72 h apoés a ultima sessdo de exercicio de diferentes intensidades. HA uma correlagdo positiva entre a

expressdo da proteina e a intensidade de exercicio (correlacdo de Pearson p<0,05).

4.2 Localizacdo da HSP70 no hipotalamo 12 h ap0s sessdo aguda de exercicio

Como ha diversos nucleos no hipotdlamo que desempenham distintas funcgdes, foram
realizados cortes seriados em todo o hipotalamo com o intuito de localizar a fonte de aumento
de HSP70 nesta estrutura, observado 12 h apds uma sesséo de exercicio de alta intensidade. O
Quadro 1 mostra o esquema experimental. Foi realizada marcacdo dupla com GFAP, para
facilitar uma diferenciacdo dos astrocitos, os quais poderiam ser as células responsaveis por

tal inducéo.

A regido do hipotdlamo que apresentou elevada marcacdo, distinta da do repouso, foi
justamente a area em torno do terceiro ventriculo, principalmente no nucleo arqueado e na
eminéncia mediana (Fig. 14), estruturas relacionadas a regulacdo do metabolismo energético e
status glicémico do organismo, além de se constituirem locais onde a barreira
hematoencefalica é mais fenestrada, e ha grande liberacdo de horménios e outras moléculas

sinalizadoras para a circulagéo.
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Fig. 14. Localizacdo da HSP70 no hipotdlamo. A. llustracdo de seccdo coronal do encéfalo, para orientar a
localizagdo do hipotadlamo, onde foi encontrada a imunorreagdo com anti- HSP70. (Paxinos e Watson, 2009). B.
Imunofluorescéncia no hipotdlamo de um animal Rep e de um 8%, 12 h ap6s uma sessdo de exercicio. A
imagem inferior mostra o hipotalamo do 8% com um aumento maior. Os cortes foram corados para DAPI (azul),
GFAP (verde) e HSP70 (vermelho). Na fusdo das imagens (merge) podemos ver a sobreposicdo de GFAP e
HSP70, formando uma coloracdo alaranjada. ARC, nucleo arqueado; ME, eminéncia mediana; 3V, terceiro

ventriculo. Escala: 200 pm.
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4.3 Efeito do exercicio agudo de diferentes intensidades sobre valores de glicemia e
lacticemia.

Para tanto, os animais passaram por 3 dias de adaptacdo ao meio aquatico e, depois de
um dia de intervalo, realizaram uma sessao de exercicio, com 4% ou 8% do seu peso corporal
de carga atado a base de sua cauda. Um terceiro animal permaneceu em agua rasa, condicdo
dita "repouso”. Os animais foram mortos imediatamente, 12 h, ou 72 h ap0s a intervencéo,
onde foi coletado sangue para andlise das concentracGes de glicose e lactato (Quadro 1).
Houve diminuic¢do nos valores de glicemia no animal que se exercitou com intensidade mais
elevada (8%), imediatamente apds o final do exercicio, quando comparado com as outras
intensidades, e também quando se compara com os dados de 12 h e 72 h ap6s o inicio da
sessdo para a mesma intensidade (8%), mostrando que o aumento da glicemia no tempo
"imediato"” ndo se mantém nos demais tempos avaliados (Fig. 15). A lacticemia do grupo 8%
teve um aumento de 5,8x logo ao término da sessdo em compara¢do com 0 grupo repouso, e
de 3,2x quando comparado com o grupo 4%. Os valores de lacticemia avaliados 12 h e 72 h

apos o inicio da sessdo de exercicio ndo diferem entre os grupos (Fig. 16).

Quando correlacionamos as médias de lacticemia encontradas nas diferentes
intensidades (Rep, 4 e 8%) com a expressdao de HSP70 12 h apds o final da sessdo de
exercicio, observamos que quanto maior o valor de lacticemia, maior foi a expressdo de
HSP70 no hipotalamo 12 h ap6s o exercicio, mostrando uma correlacdo positiva entre os dois

parametros (Fig. 17).
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Fig 15. Valores de glicemia imediatamente/0 h (n=8), 12 h (n=8) e 72 h (n=5) ap6s uma sessao de exercicio, nas
intensidades Rep, 4 e 8% do peso corporal como sobrecarga. (*) diferenca significativa (p<0,05) entre 8% tempo

0 h e os demais grupos. (1) diferenca significativa (p<0,05) entre Rep-72 h e Rep-0 h. Teste da ANOVA de duas
vias, seguido do teste de post hoc de LSD. Dados apresentados como média+DP.
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Fig. 16. Valores de lacticemia imediatamente/0 h (n=8), 12 h (n=8) e 72 h (n=5) ap6s uma sessdo de exercicio,
nas intensidades Rep, 4% e 8% do peso corporal como sobrecarga. (*) diferenca significativa (p<0,05) entre o

8% tempo 0 h e os demais grupos. Teste da ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de LSD. Dados
apresentados como média+DP.
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Fig. 17. Correlacdo entre a média das concentra¢fes de lacticemia encontradas imediatamente apds uma sessdo
de exercicio nas diferentes intensidades (Rep, 4 e 8%) e a expressdo de HSP70 12 h ap6s a sessdo de exercicio
agudo. Ha uma correlagdo positiva entre as concentracfes de lactato encontradas nas diferentes intensidades e a
expressdo de HSP70 12 h apds (correlacdo de Pearson p<0,05).

4. 4 Efeito da injecdo de L-lactato sobre a expressdo de HSP70 no hipotalamo

Considerando que a expressdo de HSP70 estd localizada em um dos nucleos
hipotaldmicos responsaveis pelo controle do metabolismo e distribuicdo de energia,
elaboramos a hipotese de que o aumento de lactato com o exercicio de alta intensidade (com
carga de 8% do peso corporal) poderia estar influenciando diretamente a expressédo de HSP70,
atuando ndo somente como fonte energética nessa regido, mas também como molécula
sinalizadora e regulando o metabolismo energético periférico. Para tanto, injetamos L-lactato
por via intraperitoneal e também intravenosa, em diferentes concentrages, mimetizando
aquelas encontradas no sangue nas diferentes intensidades de exercicio, por concentraces
finais de 3, 5, 10 e 20 mmol/L, comparando com a condi¢do controle, na qual o animal

recebeu apenas PBS (Quadro 2).
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QUADRO 2

Manipulagdo I.P. ou L.V. (L-lactato)
morte
| | | ] OmM 3mM 5mM 10mM |
12 h
[ 2an | 2an | ash [ |

Quadro 2. Esquema experimental do protocolo realizado para verificar a expressao de HSP70 ap6s
injecdo de L-lactato. Os animais passaram por 3 dias de manipulacdo. Depois de 48 h, os animais
foram injetados por via intraperitoneal ou intravenosa com diferentes concentracdes de L-lactato, e

a analise aconteceu 12 h ap06s as injecoes.

N&o houve diferenca na expressdo de HSP70 no hipotdlamo sob nenhuma das
concentracdes de lactato, nem mesmo entre as diferentes vias de administracdo, ou seja, 0
simples aumento da lacticemia, quando isolado dos outros fatores que ocorrem em paralelo
durante o exercicio, ndo é capaz de causar alteracdo na expressdo de HSP70 no hipotalamo
(Fig. 18).
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Unidades Arbitrarias (HSP70/Actina)
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Fig. 18. A. Imunodetec¢do de HSP70 no hipotalamo de ratos 12 h apés inje¢do intraperitoneal de L-lactato (n=5)
em diferentes concentragdes (3, 5, 10 e 20 mmol/L) e em comparacdo aos controles (PBS). teste da Anova de
uma via seguida de post hoc de LSD (p=0,320). B. Imunodetec¢do de HSP70 no hipotalamo de ratos 12 h ap6s
injecdo intravenosa de L-lactato na veia caudal em diferentes concentracdes (PBS, 3, 5, 10 e 20 mmol/L). Teste

da ANOVA de uma via (p=0,850). Dados apresentados como média+DP
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4.5 Efeito da competicdo de D-lactato exdgeno com L-lactato sanguineo nos animais

exercitados em diferentes intensidades na expressao de HSP70 no hipotalamo.

QUADRO 3
Habituacdo .V (D-Lactato) Exercicio
- < H morte
gmin gmin Emin oM 10mM20mM | Rep 4% 8% | oh
[2an [ 2an | 28n | 10min | 20min I

Quadro 3. Desenho experimental do protocolo realizado para da expressdo de HSP70 ap6s injecdo de
D-lactato 10 minutos antes da realizacdo da sessdo de exercicio. Os animais passaram por 3 dias de
habituacdo ao nado por 8 minutos, depois de 48 h foram injetados por via intravenosa com diferentes
concentracdes de D-lactato, e 10 minutos depois foram submetidos a sessdo aguda de exercicio em

diferentes intensidades. A analise aconteceu 12 h apds.

O L-lactato ndo tem efeito sozinho na expressdo de HSP70, o que ndo descarta a
possibilidade de que, unido a outro fator que também é modificado com o aumento da
intensidade, este possa exercer modificacBes nesta proteina. Sendo assim, com intuito de
reduzir seus efeitos sobre o sistema nervoso central, injetamos, num outro grupo
experimental, D-lactato na veia caudal dos animais, 10 minutos antes do inicio da sessdo
aguda de exercicio, em concentracdes proporcionais aos valores encontrados em cada
intensidade, ou seja, 0 animal repouso recebeu apenas PBS, o animal 4% recebeu D-lactato
para uma concentracdo final de 10 mmol/L, e o0 8% recebeu 20 mmol/L (Quadro 3). O valor
de D-lactato injetado foi o dobro da média encontrada de L-lactato no sangue nessas
intensidades, considerando a diferenca de afinidade ao transportador, conforme abordado

anteriormente.

Podemos verificar que ndo houve diferengas entre valores de glicemia quando
comparamos 0s grupos injetados com D-lactato aos grupos controles de mesma intensidade
que ndo foram injetados (Fig. 19). O mesmo ndo ocorreu com os valores de lacticemia, pois o
animal que nadou com 8% de carga e foi injetado com D-lactato nao teve valores tdo elevados
de lactato quanto o 8% que ndo foi injetado, mostrando uma acao direta do D-lactato na

diminuicdo da disponibilidade de L-lactato na corrente sanguinea.
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Fig. 19. A. Valores de glicemia (n=5) imediatamente ap0s a sessdo de exercicio agudo, em diferentes
intensidades (Rep, 4 e 8%), nos grupos que ndao receberam nenhuma injecdo e nos que receberam D-lactato
intravenoso (0, 10 e 20 mmol/L). B. Valores de lacticemia imediatamente ap0s a sessdo de exercicio agudo, em
diferentes intensidades (Rep, 4 e 8%), nos grupos que ndo receberam nenhuma injecéo e nos que receberam D-
lactato intravenoso (0, 10 e 20 mmol/L. (*) diferenca significativa (p<0,05) comparado com o Rep e 4% do seu
grupo. (1) diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo 8% controle. Teste da ANOVA de

duas vias, seguido do teste de post hoc de LSD. Dados apresentados como médiaxDP

Quando avaliamos a expressdo de HSP70 nesses animais, 12 h apds o final da sessdo
de exercicio, ndo encontramos mais diferencas na expressao desta, quando comparamos com
0S grupos “repouso” e o “4%”, mostrando que a injecdo de D-lactato foi capaz de bloquear, ao

menos parcialmente, o efeito do exercicio sobre a expressdo de HSP70 no hipotalamo (Fig.
20).
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D-Lactato L.V.

Unidades Arbitrarias (HSP/Actina)

4%
PBS 10 mmol/L 20 mmol/L

Intensidade de Exercicio

Fig. 20. Imunodeteccdo de HSP70 (n=5) no hipotdlamo 12 h apds sessdo aguda de exercicio em diferentes
intensidades (Rep, 4 e 8%), em animais que foram injetados com D-lactato intravenoso 10 minutos antes do
inicio da sessdo, em diferentes concentragdes (0, 10 e 20 mmol/L). N&o houve diferenca entre os grupos
(p=0,796). Teste da ANOVA de uma via. Dados apresentados como média+DP.

4.6 Conteudo hipotalamico de glicogénio ap6s exercicio agudo de diferentes

intensidades.

Avaliamos o contetdo de glicogénio presente no hipotdlamo dos animais que
realizaram uma sessao aguda de exercicio em diferentes intensidades, ja que esta € uma forma
de armazenamento de energia presente nos astrocitos do sistema nervoso central. Os tempos

utilizados nesta analise foram: 0 h, 12 h e 72 h (Quadro 4).
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QUADRO 4

Habituagdo exercicio
& min 8 min 8 min morte
R 4% %
| P % 8% loh, 12h,72h
| 2an | 2an | asnh | 20min |

Quadro 4. Desenho experimental do protocolo realizado para analise do contetido de glicogénio.
Os animais passaram por 3 dias de habituacdo ao nado com duracdo de 8 minutos cada, depois
de 48 h foram expostos a sessdo aguda (Repouso, 4% e 8%) por 20 minutos, e a analise

aconteceu 0, 12, e 72 h ap0s a sessdo de exercicio.

Os valores de glicogénio presentes no hipotdlamo do grupo que se exercitou a 8%

foram mais elevados quando comparado com o repouso e 4%, tanto imediatamente, quanto 12

h ap6s o término da sessdo. Esses valores ja ndo apresentavam mais diferenca quando

analisados 72 h depois (Fig. 21).

Glicogénio (mg/g de tecido)

" GLICOGENIO ,,

4% 4% ‘ Rep ‘ 4% ‘ 8%
Agudo 0 h Agudo 12 h ‘ Agudo 72 h

Intensidade de Exercicio

Fig. 21. Conteldo de glicogénio no hipotdlamo de ratos sedentérios imediatamente (n=10), 12 h (n=10) e 72 h

(n=8) apds a sessdo de exercicio de diferentes intensidades (Rep, 4% e 8%). (*) diferenca (p<0,05) entre 0 Rep e

4% de seu grupo. (*) diferente (p<0,05) do 8% 72 h. Teste da ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc

de LSD. Dados apresentados como média+DP.
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4. 7 Captacdo de [*H] 2-desoxi glicose pelo hipotalamo ap6s uma sessédo de exercicio e
treinamento de diferentes intensidades.

Para analisarmos a demanda energética do tecido em questdo, utilizando nosso
protocolo de exercicio de diferentes intensidades, avaliamos a captacdo de 2-desoxi glicose
triciada pelo hipotdlamo, em diferentes tempos - imediatamente, 12 h e 72 h ap6s a sessdo
aguda e também 72 h ap6s a ultima sessdo de exercicio no grupo treinado - para avaliar
possiveis mudancas no metabolismo energético encefalico basal (Quadro 5).

QUADRO 5
Habituagdo ‘l’P- ] exercicio
8 min 8 min 8 min radioativo R 2% 2% morte
— ' & : e—Jon 12h,72h
[ 2an | 240 | 4sh | 10min 20min
8 semanas 72h

crénico

Quadro 5. Esquema experimental do protocolo realizado para captagcdo de glicose. Os animais
passaram por 3 dias de habituacdo ao nado por 8 minutos, 48 h depois, os animais realizaram a sesséo
aguda de diferentes intensidades, e a molécula marcada com radioativo era sempre aplicada 30
minutos antes da morte. A analise foi feita imediatamente, 12 e 72 h apés. No crénico, 72 h ap6s a

Gltima sessdo de exercicio, o radioativo foi injetado, e a analise ocorreu 30 minutos depois.

Imediatamente ap0s o exercicio observa-se uma diferenca na captacdo, quando
comparamos 0 grupo 8% com o repouso, mostrando uma diminui¢do da captacdo de glicose,
com o incremento da intensidade. Essa diferenca prosseguiu até 12 h apés o final da sessao
aguda de exercicio e voltou a valores basais 72 h apds a Gltima sessdo (Fig. 22). Quando
analisamos os grupos treinados, mesmo 72 h apés a Ultima sessdo, ainda ha uma captacédo de
glicose reduzida quando comparado com o repouso, que difere do 8% agudo 72 h, mostrando
assim, que o grupo que treinou por 8 semanas em alta intensidade, utiliza menos glicose do

que quando em repouso.
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Fig. 22. Captacao de [®H]2-desdxi glicose pelo hipotalamo de ratos sedentérios imediatamente (n=6), 12 h (n=4)
e 72 h (n=6) apds uma sessdo de exercicio de diferentes intensidades (Rep, 4% e 8%) e de ratos submetidos ao
treinamento (n=6), 72 h apds a Ultima sessdo de exercicio de diferentes intensidades (Rep, 4% e 8%). (*)
diferente (p<0,05) do Rep do seu grupo. () diferente (p<0,05) de todos outros 8% (0 h, 12 h e cronico). Teste da

ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de LSD. Dados apresentados como média+DP.

4. 8 Captacdo de [**C] acido latico por diferentes tecidos ap6s uma sessao de exercicio de

diferentes intensidades.

Como a captacdo de glicose se mostrou diminuida no grupo de maior intensidade,
buscou-se avaliar, entdo, a captacdo de outra molécula candidata a ter sua captacdo aumentada
com o exercicio, e que pudesse ser utilizada como fonte energética, para suprir a diminuicao
na disponibilidade de glicose para o hipotalamo. Considerou-se que seria o lactato, pois além
de estar mais disponivel em altas concentragdes no sangue, € facilmente captado e utilizado
pelos neurdnios. Além do hipotalamo, foram analisados também outros tecidos que utilizam
essa molécula em grandes quantidades, o figado e o coracdo, para fins comparativos. Os
animais foram mortos imediatamente apds uma sessdo aguda de exercicio em diferentes
intensidades (Quadro 6).
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QUADRO 6

Habituacdo q I.P. exercicio

. . i radioativo morte
8Im|n 8|m|n 8Irn|n I | Rep 4% 8% |0h
| 2an | 2an | ash | 20minl| 20min |

Quadro 6. Esquema experimental do protocolo realizado para captacéo de lactato. Os animais passaram por
3 dias habituacdo ao nado por 8 minutos, 48 h depois, 0s animais realizaram a sessdo aguda de diferentes
intensidades, e a molécula marcada com radioativo foi aplicada 10 minutos antes do inicio do exercicio. A

analise aconteceu imediatamente apds a sessao.

Verificou-se um aumento de 6,4x na captacdo de lactato pelo hipotalamo do animal

que se exercitou a 8% quando comparado com 0 repouso, e de 4,5x quando comparado com 0

exercitado com carga de 4%. O figado do animal que se exercitou a 8% de carga teve um

aumento na captacao de 9,2x quando comparado com o repouso e de 4,2x quando comparado

com o0 4%. Da mesma forma, o coracdo de animal com 8% de carga teve um aumento na

captacdo de lactato de 5,3x quando comparado com o repouso e de 3,2 quando comparado

com 0 4%. Os valores de captacdo do figado de animal com 8% de carga foram maiores do

que os do hipotalamo e do coragdo e esses 2 ultimos néo diferiram entre si (Fig. 23).
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Fig. 23. Captacdo de [*“C]lactato pelo hipotalamo, figado e coracéo de ratos sedentarios imediatamente (n=6)

ap6s uma sessao de exercicio (Rep, 4% e 8%). (*) diferenga (p<0,05) em relagdo ao repouso e a 4% do seu

grupo. (**) Difere (p<0,05) do hipotilamo e do coragdo 8%. Teste da ANOVA de duas vias, seguido do teste de

post hoc de LSD. Dados apresentados como média+DP.

63



4.9 Captacdo de [*H]2-desoxi glicose e [**C]lactato pelo hipotalamo (ex vivo) apés uma
sessdo de exercicio em diferentes intensidades, na presenca ou ndo de L-lactato, em

diferentes concentracoes.

Para verificar se esse aumento na captacdo de lactato seja devido apenas ao aumento
de sua disponibilidade ou uma questdo de capacidade de transporte/producdo do metabdlito,
foi realizado o mesmo protocolo de exercicio, de diferentes intensidades, onde a morte foi
realizada imediatamente ap6s o exercicio. O hipotadlamo foi extraido e incubado por 90
minutos com [*H]2-desoxi glicose e [*C]lactato e com diferentes concentracdes de L-lactato
(0, 10 e 20 mmol/L ; Quadro 7). Apenas houve mudangas na captacdo de glicose nos grupos
repouso, nas concentracdes de 10 e 20 mmol/L, que captaram mais sob presenca de lactato em
comparagdo com o0 hipotdlamo incubado sem o L-lactato (Fig. 24). Quanto a captacdo de
lactato, houve uma diminuigdo na captacdo do grupo 4% somente na presenca de 10 mmol/L
de lactato (Fig. 25).

QUADRO 7
Habituagdo exercicio incubagdo
8 min 8 min 8 min o o radioativo
I — Rep 4% 8% | | 0,10 e 20mm
[ 2an [ 2an | ash | 20min | gomin |

morte

Quadro 7. Esquema experimental do protocolo realizado para captacdo de glicose e
lactato ex-vivo. Os animais passaram por 3 de dias habituagdo ao nado por 8 minutos, 48
h depois, os animais realizaram a sessdo aguda de diferentes intensidades, e foram mortos
imediatamente apds. O hipotadlamo foi retirado e incubado com as moléculas

radiomarcadas e diferentes concentracGes de L-lactato em agitacdo por 90 minutos.
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2 Cataciio de [*H] 2-deséxi glicose ex-vivo
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Fig. 24. Captacdo de [®H]2-desdxi glicose pelo hipotdlamo extraido de ratos sedentarios imediatamente (n=6)
apos uma sessdo de exercicio (Rep, 4% e 8%) e incubados por 90 min com diferentes concentrac@es de L-lactato
(0, 10 e 20 mmol/L). (*) Difere (p<0,05) do grupo Rep 0 mmol/L. (*) Difere (p<0,05) do grupo 8% 0 mmol/L.

Teste da ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de LSD. Dados apresentados como média+DP.

18 Captacio de ['*C] Lactato ex-vivo

Incorporacio de ['*C] Lactato

4% 4% ‘ Rep 4% 8% ‘
Ommol/L 10mmol/L ‘ 20mmol/L ‘

Intensidade de Exercicio

Fig. 25. Captacédo de [**C] lactato pelo hipotdlamo extraido de ratos sedentarios imediatamente (n=6) ap6s uma
sessdo de exercicio (Rep, 4% e 8%) e incubados por 90 minutos com diferentes concentra¢des de L-lactato (0, 10
e 20 mmol/L). (*) Difere (p<0,05) do grupo 10 mmol/L. Teste da ANOVA de duas vias, seguido do teste de post

hoc de LSD. Dados apresentados como média+DP.
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4.10 Influéncia da via alfa adrenérgica na expressao de HSP70 induzida pelo exercicio

agudo de diferentes intensidades.

Para verificar se a via a-adrenérgica poderia estar influenciando o aumento da
expressdo de HSP70 induzida pelo exercicio, utilizamos bloqueadores dos receptores ai, a2 €
um blogueio dos 2 receptores ao mesmo tempo, 30 minutos antes do inicio da sessao aguda de
exercicio, nas 3 diferentes intensidades. Os animais foram mortos 12 h apos, e o hipotalamo

foi processado para Western Blot (Quadro 8).

QUADRO 8
Habituacdo I.P. Exercicio
; ; ; bloqueadores morte
8 min 8 min 8 min | | Rep 4% 8% | ot
[ 2an | 2ah | 48h | 30min | 20min |

Quadro 8. Esquema experimental do protocolo realizado para expressdo de HSP70 apos injecdo de
bloqueadores adrenérgicos. Os animais passaram por 3 dias habituacdo ao nado por 8 minutos, 48 h
depois, os animais realizaram a sessdo aguda de diferentes intensidades, e os bloqueadores foram aplicados

30 minutos antes do inicio do exercicio. A morte aconteceu 12 h apés a sesséo.

Observa-se somente diminui¢do da glicemia com o aumento da intensidade no grupo
que recebeu PBS e no grupo que recebeu bloqueio do receptor az, pois no grupo que recebeu
blogueador a1 e bloqueio duplo ndo ha diferencas nos niveis glicémicos entre as diferentes
intensidades. Os animais que se exercitaram com 8% de carga e foram bloqueados com ay e
duplo diferem dos animais 8% que receberam PBS e bloqueio do receptor a», mostrando que
a diminuicdo da glicose nos animais com 8% de carga dependente do receptor ai (Fig. 26).
Além disso, 0 grupo 4% com bloqueio duplo tem uma elevacdo da glicemia quando
comparado com o PBS da mesma intensidade. Ap6s 12 h, ndo se observam diferencas entre

0S grupos experimentais.

Todos os grupos tiveram valores mais elevados de lacticemia imediatamente apés a
sessdo aguda de exercicio, nos animais que se exercitaram com 8% de carga quando
comparado com o repouso e 4%, o que ndo aconteceu 12 h apo6s o final da sessdo. Somente o

grupo com bloqueio al apresentou diferencas no lactato entre as intensidades a 12 h apos o
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exercicio, no qual o grupo 8% mostrou valores mais elevados quando comparado com 0 4%
(Fig. 27).
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PBS Ful Fu2 Ful e2 PBS Fal #u2 Ful e2

0h 12h
Intensidade de Exercicio

Fig. 26. Glicemia 12 h ap6s uma sessdo aguda de exercicio de diferentes intensidades (Rep, 4 e 8%), onde 0s
animais receberam injecdo intraperitoneal 30 minutos antes do inicio da sessdo [PBS (n=6), bloqueador alfa 1
(n=4), blogueador alfa 2 (n=3) e os dois bloqueadores ao mesmo tempo (n=4)]. (*) Difere (p<0,05) das outras
intensidades e do 8% o1 e aier. (¥) Difere (p<0,05) do PBS e a, da mesma intensidade. (*) Difere (p<0,05) do
mesmo grupo no tempo O h. Teste da ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de LSD. Dados
apresentados como médiatDP. #al, bloqueador do receptor alfa 1; #a2, bloqueador do receptor alfa 2; #ale2,
blogueadores dos receptores alfa 1 e 2.

25 4

LACTICEMIA
*

20

Lacticemia (mmol/L)

Intensidade de exercicio

Fig. 27. Lacticemia 12 h apds uma sessdo aguda de exercicio de diferentes intensidades (Rep, 4 e 8%), onde 0s
animais receberam injecdo intraperitoneal 30 minutos antes do inicio da sessdo [PBS (n=6), bloqueador alfa 1
(n=4), bloqueador alfa 2 (n=3) e os dois blogqueadores ao mesmo tempo (n=4)]. (*) diferente(p<0,05) das outras

intensidades. (1) Difere (p<0,05) do mesmo grupo no tempo O h. (¥) Difere (p<0,05) do seu grupo 4%. Teste da
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ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de LSD. Dados apresentados como médiatDP. #al,

bloqueador do receptor alfa 1; #a2, bloqueador do receptor alfa 2; #ale2, bloqueadores dos receptores alfa 1 e 2.

Na expressdo de HSP70, verificamos um efeito direto de todos os blogueadores
utilizados, pois 0s animais que permaneceram em repouso e receberam qualquer um dos
blogueios, apresentaram niveis significativamente mais elevados quando comparados com o
repouso PBS (Fig. 28). Ao contrario, somente nos animais com 8% de carga e com bloqueio
do receptor a1 ndo diferiram do grupo repouso com PBS, além de apresentar valores mais
baixos do que seu repouso que teve o receptor oz bloqueado, o que indica a necessidade da via
az adrenérgica para que haja aumento na expressdo de HSP70 induzida pelo exercicio de alta

intensidade no hipotalamo, pois o bloqueio aboliu 0 aumento encontrado anteriormente.

50 4
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| Rep ‘ 4% ‘ 8% ‘ Rep | 4% ‘ 8% ‘
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Fig. 28. Imunodeteccdo de HSP70 12 h apds uma sessdo aguda de exercicio de diferentes intensidades (Rep, 4 €
8%), onde os animais receberam injecdo intraperitoneal 30 minutos antes do inicio da sessdo [PBS (n=6),
blogueador alfa 1 (n=4), bloqueador alfa 2 (n=3) e os dois bloqueadores ao mesmo tempo (n=4)]. (*) Difere
(p<0,05) do Rep PBS. (}) Difere (p<0,05) do 8% al. Teste da ANOVA de duas vias, seguido de post hoc de
LSD. Dados apresentados como média+DP. #ul, bloqueador do receptor alfa 1; #02, bloqueador do receptor alfa

2; #ale2, bloqueadores dos receptores alfa 1 e 2.
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5. DISCUSSAO

0 gene que codifica a HSP70 nos mamiferos possui uma homologia de 50% com o de
Escherichia coli, demonstrando assim sua importancia ao longo da evolucdo. Estima-se que
as proteinas de choque térmico tenham surgido ha cerca de 1,5 bilhdo de anos (Boorstein et
al., 1994; Febbraio et al., 2004). Sua expressdo é observada em todo tipo celular, e no sistema
nervoso central ndo é diferente. Primeiramente porque neurdnios dependem de extensiva
sintese proteica, 0 que demanda chaperonas moleculares, como as proteinas da familia da
HSP70. Além disso, porque os neurdnios séo celulas extremamente sensiveis a qualquer tipo
de estresse, necessitando de complexos mecanismos citoprotetores (Ohtsuka e Suzuki, 2000;
Lancaster, 2006). Ja foi demonstrado que a HSP70, seja por induc¢do via choque térmico, ou
por superexpressdo via vetor viral, é capaz de proteger células do sistema nervoso contra
insultos tais como elevados niveis de perdxido de hidrogénio, privagdo de glicose e oxigénio e
toxicidade glutamatérgica, mas esta varia de acordo com o local e tipo celular afetado (Lee et
al., 2001; Belay e Brown, 2006). Esta proteina é fundamental para sobrevivéncia celular
(Robinson et al., 2005).

Como ja foi descrito anteriormente, diversos tipos de estresse sdo capazes de induzir
HSP70, dentre eles, o exercicio fisico. Diversos tecidos respondem aumentando a expressdo
de HSP70 apbs a realizacdo de exercicio fisico agudo e treinamento, como o musculo
esquelético (Liu et al., 2004; Febbraio e Koukoulas, 2000) e cardiaco (Melling et al., 2007),
figado, células do sistema imunitario e do sistema nervoso central (Campisi et al. 2003; Hayes
et al., 2008; Liebelt et al., 2010). Normalmente, este aumento tem sido associado a elevagéo
da temperatura corporal (Skidmore et al., 1995), fato que foi descartado em nosso estudo, pois
0s animais realizaram exercicio de natacdo, acarretando em perda de calor corporal para agua,
inclusive reduzindo os valores de temperatura retal. Ja foi avaliado também o efeito da
hipotermia (30°C) sobre a expressao desta proteina, apos isquemia global, e esta ndo foi capaz
de induzir HSP70 em nenhuma regido encefalica avaliada em gerbilos, pois mesmo nos
controles, nos quais ndo houve mudancas na temperatura apos isquemia, foi verificado
aumento da expressdo de HSP70 em diversas regides encefalicas, mostrando que a reducdo da
temperatura ndo esta associada a um aumento da expressdo de HSP70 (Kumar et al., 1995).
Sendo assim, as diferencas na expressdo de HSP70 que encontramos também n&o seriam

justificadas pelas redugOes na temperatura corporal.

69



Ao avaliarmos a expressdo de HSP70 apds sessdo aguda de exercicio de natacdo em
diferentes intensidades no hipotalamo, verificamos um aumento significativo no grupo que se
exercitou em maior intensidade (8%), quando comparado com o repouso, 2 e 4%, apenas 12 h
apos o término da sessdo. Ainda ndo havia sido demonstrado efeito somente do exercicio
agudo sobre a expressdo de HSP70 no hipotadlamo, apenas quando realizado treinamento de 3
semanas em esteira, ou associado a outros fatores que elevassem a temperatura corporal.
Entretanto, este aumento ja foi comprovado em outras estruturas encefalicas induzida pelo
exercicio, como coértex frontal, hipocampo, estriado e complexo dorsal do vago (Walters et
al., 1998; Campisi et al., 2003). Quais seriam entéo as diferencas das condigdes estabelecidas
no nosso estudo, que poderiam ter influenciado a expressédo de HSP70? Em primeiro lugar,
devemos ressaltar a curva temporal feita para analisar a proteina nos tempos 0, 2, 6, 12 e 72 h
apos o exercicio. Em estudos anteriores a avaliacdo foi feita 2h (Campisi et al., 2003) ou 6 h
(Walters et al., 1998) ap0s exercicio em esteira. Além disso, 0 nosso protocolo diferia ndo
somente no modelo, natacdo ao invés de esteira, mas também nas variaveis de exercicio, onde
utilizamos curta duracdo, e 5 diferentes intensidades, ao contrario do comumente utilizado, ou
seja, com maior volume (tempo) e moderada intensidade (em média 60% do VOzmax).
Comprovamos com isso, que ndo € necessario muito volume (em tempo) de exercicio para
obtermos aumento de HSP70 e que este aumento estd correlacionado positivamente com o
aumento da intensidade, de forma que, quanto mais alta, maior seré a inducéo da proteina no
hipotdlamo, apresentando. Um resultado semelhante foi encontrado no musculo esquelético
de humanos, mostrando uma dependéncia da intensidade sobre a inducdo de HSP70 pelo
exercicio, logo apos a realizacdo do mesmo (Liu et al., 2000). Em outro estudo, em que foi
realizado um protocolo de exercicio aerdbio exaustivo em cicloergbmetro, encontrou-se
aumento de 3100 % na expressdo de HSP70, 6 dias apds a sessdo aguda de exercicio, em

relacdo aos valores anteriores a intervencdo (Khassaf et al., 2001).

O aumento na expressao de HSP70 ap6s o exercicio de alta intensidade repetiu-se ao
analisarmos os animais que passaram por 8 semanas de treinamento, dos quais 0 grupo com
carga de 8% do peso corporal teve expressdo aumentada em comparacdo ao animais em
repouso e com 2% e 4% de carga. Ficou evidente também uma correlacdo positiva entre o
nivel de HSP70 e o aumento da intensidade de exercicio. Lembrando que nos animais
treinados, a andlise aconteceu apenas 72 h apos a Ultima sessdo de exercicio, para que ndo
houvesse mais influéncia da mesma. Como no grupo agudo, onde a analise ocorreu 72 h ap0s

exercicio, ndo houve diferenca no nivel de expressdo de HSP70 observada no grupo 8%,
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confirmamos que as alteracGes apresentadas no grupo que treinou por 8 semanas se dava em
niveis basais, como uma adaptagdo ao treinamento de alta intensidade. Outros estudos (Liu et
al., 1999; Vogt et al., 2001) mostraram resultados semelhantes, mas também na musculatura
esquelética. Em humanos que realizaram 4 semanas de treinamento de remo, que € uma
abordagem complexa por variar a duragéo e a intensidade, foi demonstrado um aumento na
expressdo de HSP70 a partir do final da primeira semana, com pico de aumento no final da
segunda, quando foram aumentados o volume e a intensidade de exercicio. Nas semanas
sequintes, os valores de HSP70 foram menores que os da segunda semana, mas se
mantiveram maiores que os valores anteriores ao treinamento (Liu et al., 1999). No outro
estudo, foi utilizado treinamento de 6 semanas durante a qual os individuos realizavam
exercicio de alta (lacticemia entre 4-6 mM) e baixa intensidade (lacicemia ente 2-3mM), em
condicdes de normdxia e hipoxia, 5x por semana, em cicloergdmetro. Foi avaliada a
expressdo do mMRNA da HSP70 no musculo esquelético, antes e ao final do treinamento, e foi
demonstrado que somente o treinamento de alta intensidade foi capaz de alterar os niveis de
MRNA desta proteina, nas duas situacdes impostas. Os autores relacionaram este aumento
com o estresse metabdlico imposto pelo exercicio de alta intensidade, demonstrado pela
elevacdo dos niveis de lacticemia acima do limiar, atribuindo a este a causa da elevacdo dos
niveis do mRNA desta proteina (Vogt et al., 2001).

E interessante ressaltar que nossos animais foram submetidos a exercicios de
intensidade ainda mais elevada e, apesar de nadarem por apenas 20 minutos, o0 grupo com
carga de 8% de seu peso no exercicio agudo obteve uma concentracdo média de lacticemia de
17 mM, bem mais elevada que a obtida no treinamento de alta intensidade por 6 semanas
citado anteriormente (Vogt, 2001). Nossos resultados obtidos com a natacdo de diferentes
intensidades mostram uma correlacéo positiva entre o nivel de lacticemia imediatamente apds
0 término da sessao e a expressao de HSP70 12 h apds a sessdo de exercicio. Outro resultado
obtido que reforca esta correlacdo é que o local onde a expressdo de HSP70 se mostrou
aumentada € justamente na eminéncia mediana e no nucleo arqueado do hipotalamo, ou seja,
em estruturas fundamentais para a regulacdo do metabolismo energético e nivel glicémico em
geral, além de estarem préximas do terceiro ventriculo, em localizacdo onde a barreira
hematoencefalica é mais permeavel (Levin et al., 1999; EImquist et al., 2005; Morton et al.,
2006; Lam et al., 2009; Lee et al., 2012; Routh et al., 2012). Também podemos perceber que
a maior parte da expressdo de HSP70 esta colocalizada com os astrocitos (marcados com

GFAP), mostrando que a inducdo da proteina gerada pelo exercicio fisico de alta intensidade
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foi por este tipo celular, provavelmente para proteger os neurdnios, que tem baixa capacidade
de induzir HSP70. O lactato pode ndo somente ser utilizado como fonte energética pelos
neurdnios, como também atuar no nudcleo arqueado regulando a ingestdo alimentar e o
metabolismo energético periférico, controlando até mesmo a producéo e utilizacéo de glicose
(Elmquist et al., 2005; Morton et al., 2006; Peters et al., 2007).

Avaliando o metabolismo da glicose, verificamos, em primeiro lugar, que o animal
que se exercitou a 8%, ao contrario que se esperava, mostrou valores glicémicos mais baixos,
quando comparado com o repouso € 0 grupo 4%. Quanto maior era a intensidade de exercicio,
menor era a quantidade de 2-desoxi-glicose radiomarcada captada pelo hipotalamo
imediatamente ap0s o exercicio, e esse resultado se manteve até mesmo 12 h apés o final da
sessdo, normalizando em 72 h. Apesar disso, 0s valores de contetdo de glicogénio do
hipotalamo aumentaram com o incremento da intensidade, fato que continuou 12 h apds a
sessdo, e somente normalizou em 72 h, assim como a captacdo de glicose. Como seria
possivel que o hipotalamo do animal que se exercitou com 8% de carga poderia acumular
mais glicogénio, se foi observada uma menor captacdo de glicose nesta regido? E como
poderia o encéfalo, em uma situacdo de demanda energética tdo elevada como o exercicio de
alta intensidade, ficar com niveis reduzidos de substrato energético? E claro que deve haver
alguma outra molécula sendo captada e oxidada para a formacdo de ATP, pois a “hierarquia
encefélica” ndo permitiria que todo o direcionamento de energia fosse para os Orgaos
periféricos, o que poderia causar grandes danos aos neurbnios, tdo sensiveis a privacao
energética. De fato, imediatamente apds o exercicio, houve um grande aumento na captacéo
de lactato radiomarcado pelo hipotdlamo do animal que se exercitou com 8% de carga, e este
aumento foi significativamente diferente dos grupos repouso e 4%. Do mesmo modo, o figado
e 0 coracdo também captaram mais lactato com a execu¢do do exercicio de alta intensidade.
Ao comparar os diferentes tecidos, somente o figado do animal 8% teve uma capta¢do maior
que a do hipotalamo e do coracdo, mas estes Ultimos ndo diferiram entre si, mostrando que o
hipotalamo tem uma grande avidez por captar lactato, chegando a captar valores iguais aos do

coragdo por grama de tecido.

Em termos metabolicos, o uso do lactato € um meio muito mais rapido e econémico
para o sistema nervoso central de conseguir energia. Primeiro, porque hd uma grande
disponibilidade deste substrato no sangue do animal que se exercitou em alta intensidade e,
com o fluxo sanguineo aumentado pelo exercicio, este alcanca rapidamente o sistema nervoso

central e, por transportadores especificos, ultrapassa rapidamente a barreira hematoencefalica,
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sendo facilmente captado pelos neurdnios para ser utilizado. Os neurdnios hipotalamicos do
ndcleo arqueado possuem um transportador monocarboxilico de alta afinidade, facilitando a
entrada de lactato, que é entdo transformado pela LDH em piruvato (Bergersen, 2007), o qual
pode adentrar a mitocondria e gerar ATP pela fosforilacdo oxidativa na cadeia de transporte
de elétrons (Nelson e Cox, 2011). Segundo, evita as 10 etapas da via glicolitica, além da etapa
limitante da enzima hexocinase, que satura muito rapido (Newsholme e Leech, 1983). Como
vimos também, no grupo 8% ndo ha diminuicdo dos estoques de glicogénio presentes nos
astrocitos imediatamente ap0s a sessdo de exercicio. Este dado vai contra resultados de outros
estudos, nos quais foi demonstrada a reducdo de 34% no contetdo de glicogénio no
hipotalamo ap0s exercicio exaustivo, mas apenas quando este foi executado por 120 minutos
(Matsui et al., 2011). Estes autores relataram, ainda, uma reducdo de 29% no glicogénio
hipotalamico apOs execucdo de exercicio de intensidade moderada até exaustdo e que o
treinamento por 3 semanas, de 60 minutos diarios em intensidade moderada, ndo alterava o
contetdo basal de glicogénio nesta mesma estrutura, avaliado 72 h apés a Gltima sessao. Por
outro lado, um fato interessante encontrado foi uma supercompensacdo no contetdo de
glicogénio, tanto no musculo quanto em regides encefélicas, onde este se mostrava elevado
algumas horas depois, e este aumento era proporcional a quantidade de glicogénio que foi
reduzida nestas areas quando avaliado imediatamente apds o exercicio. Verificou também que
0 pico desta supercompensacdo se dava em momentos diferentes quando avaliado os
diferentes tecidos, no musculo foi em 24 h ap6s o final do exercicio e no encéfalo 6 h depois
da realizacdo do mesmo (Matsui et al., 2012). Esta supercompensacdo poderia explicar o
aumento de glicogénio que observamos no grupo 8% 12 h ap0s a sessdo de exercicio, mas nao
0 aumento imediatamente apds a sessdo. Lembrando que apesar dos protocolos de Matsui et
al. (2011, 2012) serem executados até exaustdo, a intensidade utilizada era moderada, o que
permitia um aumento na duracdo do exercicio, ao contrario do nosso estudo, no qual 0s
animais chegavam a exaustdo em apenas 20 minutos, ou seja, a intensidade utilizada foi muito
maior. Sendo assim, a provavel razdo para encontrar valores mais elevados de glicogénio no
grupo 8% seria porque 0s grupos das demais intensidades estariam utilizando seus estoques
energéticos para manter a atividade neural, enquanto que o grupo 8% abriria mao da quebra
dos seus estoques, pois estaria recebendo altos niveis de lactato pela corrente sanguinea, que
adentram diretamente nos neurdnios, reduzindo assim o gasto energético e o tempo gasto na
glicogendlise. Um dado que sustenta esta hipotese é a presencga de receptores de lactato em
neurbnios, 0 GPR81, que causa reducgdes nos niveis de AMP ciclico, inibindo a lipolise e

quebra de glicogénio, pela presenga do outro substrato disponivel (Lauritzen et al., 2013).
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Em estudos com humanos (lde et al., 1999; Ide et al., 2000; Miller et al., 2002;
Dalsgaard, 2003; Kemppainen et al., 2005) utiliza-se a diferenca arterial-venosa de lactato,
tomografia de emissdo de positrons e desoxi-glicose marcada para avaliar a demanda
energética encefalica. Os resultados encontrados foram semelhantes aos de nosso estudo, pois
os autores verificaram que em exercicios de alta intensidade, havia um aumento da captacao
de lactato pelo sistema nervoso, que nédo foi encontrado no sangue venoso, ou seja, o lactato
estava sendo utilizado. Esse aumento na captacdo foi dependente da concentracdo sanguinea
do lactato, que consequentemente, acompanhava uma reducdo na captacéo e utilizacdo de
glicose pelo encéfalo, sendo assim, a modificagdo de ambos est4 diretamente correlacionada
com o aumento da intensidade do exercicio. O lactato passa entdo a ser mais utilizado para
compensar 0 aumento na necessidade de energia para manter a atividade neuronal durante o
exercicio de alta intensidade (Ide et al., 1999; Ide et al., 2000; Miller et al., 2002; Dalsgaard,
2003; Kemppainen et al., 2005). Um outro estudo avaliou valores de glicose e lactato do
hipotalamo de ratos que realizaram uma sessdo de natacdo com 6% de carga e nadaram até a
exaustdo (média de 150 minutos). Houve uma reducdo nos niveis de glicose no dialisado do
hipotdlamo, até um dia depois da intervencdo, e aumento nos niveis de lactato por até 3 dias
depois (Wang et al., 2002).

O proximo objetivo foi verificarmos se 0 aumento sanguineo das concentracfes de
lactato sozinho poderia exercer efeitos sobre a expressao de HSP70 no hipotalamo. Para tanto,
injetamos L-lactato por via intraperitoneal ou intravenosa, calculado para que a concentracdo
sanguinea final mimetizasse as encontradas nas diferentes intensidades de exercicio, e
avaliamos a expressdo de HSP70 12 h ap0s a intervencdo. Em nossos experimentos ndo
encontramos diferenca na expressao desta proteina em nenhuma das concentracdes utilizadas,
e em nenhum dos métodos (intraperitoneal ou intravenoso). Isso nos prova que a simples
alteracdo nas concentracGes sanguineas de lactato ndo foi capaz de alterar a inducdo de
HSP70 in vivo, ao menos 12 h ap6s o téermino do exercicio. Do contrario, um estudo (Coco et
al., 2013) realizado com cultura de células, avaliou-se também a influéncia direta de
diferentes concentracdes de L-lactato sobre a expressdao de HSP70, em cultura de astrocitos
humanos e de outra linhagem celular humana SH-SY5Y, parecida com neuroblastoma, um
modelo apropriado para estudar neurotoxicidade. Utilizaram as concentrac¢des de 5, 10 e 25
mmol/L, e incubaram por 4 ou 24 h, quando realizaram as analises. Os efeitos na expressao de

HSP70 foram dependente da concentracdo, ou seja, quanto maior a concentracdo de L-lactato
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no meio, maior foi a indugdo da proteina, tanto no tempo 4 h quanto no tempo 24 h, nos
astrocitos e SH-SY5Y (Coco et al., 2013).

Com o objetivo de ndo eliminarmos os outros fatores que também s&o alterados
durante o exercicio, injetamos D-lactato 10 minutos antes da execucdo do mesmo, nas
diferentes intensidades, e em uma concentracdo proporcional ao dobro da média encontrada
de lactato em cada um dos grupos ap6s exercicio, para que esta molécula competisse com o
lactato enddgeno, considerando que o D-lactato, apesar de transportado para dentro das
celulas, quase ndo é metabolisado (Ewaschuck, et al., 2005). N&do houve modificagdes quanto
a glicemia, mas os niveis de lacticemia do grupo que se exercitou com 8% de carga eram
menores do que os animais 8% que ndo receberam D-lactato, provavelmente por este evitar
um aumento na producéo do lactato endégeno. Quanto a expressdo de HSP70, a injecdo de D-
lactato blogueou o efeito antes observado de aumento da sua expressdo no grupo exercitado a
8%, pois agora os animais ndo diferiam mais entre si na expressdo de HSP70. Fato este que
comprova a relacdo da lacticemia com a expressdo de HSP70 no hipotalamo induzida pelo

exercicio, ainda que as altera¢Bes na lacticemia ndo sejam a Unica responsavel.

Qual seria, entdo, o outro possivel candidato que poderia estar envolvido nesta relagdo
entre 0 aumento da lacticemia e HSP70 no hipotalamo? Qual seria o outro fator que também
pode ser alterado apenas quando o exercicio é executado em alta intensidade? Considerando
tratar-se de uma condi¢do de estresse, um mecanismo possivel seria o controle por
catecolaminas, neste caso, adrenalina e noradrenalina, que tém seus niveis elevados no sangue
quando o exercicio é executado acima do limiar de lactato (Soya et al., 2007). Pois bem,
durante o exercicio fisico, 0 musculo esquelético e tecido adiposo sdo capazes de captar a
glicose via GLUT4 sem auxilio da insulina, o que aumenta, assim, a captacdo de glicose por
esses tecidos. Tal fato faz com que o sistema nervoso central ative o sistema nervoso
simpatico, com o intuito de aumentar a producdo de lactato pelo musculo esquelético, que é
feito por acdo da noradrenalina (Hamann et al., 2001), para que o lactato esteja disponivel
para uso como substrato energético pelo figado e encéfalo, ja que o fluxo de glicose esta
sendo direcionado para os tecidos periféricos (Shepherd e Kahn, 1999; Zorgano et al., 2002;
Pellerin e Magistretti, 2011).

Sabe-se que a sinalizacdo o adrenérgica € capaz de aumentar a regulacdo
transcricional de HSP70 em hemdcitos de molusco (Lacoste et al., 2001), enquanto que no

encéfalo de ratos, a deplecdo noradrenérgica pode reduzir sua expressao (Heneka et al., 2003).
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Quando ratos foram expostos a um estresse psicologico (exposi¢do ao gato), estes mostraram
niveis de HSP72 aumentados no hipotdlamo e na circulagéo e esta resposta foi atenuada ou
mesmo bloqueada quando o animal foi adrenalectomizado 10 dias antes da exposi¢do ao
estresse (Fleshner et al., 2004). Sendo assim, criando uma relacao entre o sistema adrenérgico

e a expressdo da proteina que investigamos.

A partir destes estudos, realizamos o0s experimentos com o0s bloqueadores o
adrenérgicos, a fim de verificar se com o bloqueio destes receptores antes do inicio do
exercicio, teriamos também um desaparecimento na diferenca de expressdo de HSP70 no
hipotdlamo. Foram aplicados intraperitonealmente os bloqueadores al, a2 e os dois ao
mesmo tempo, 30 minutos antes do inicio da sessdo de exercicio nas diferentes intensidades.
No bloqueio al e no duplo ndo houve mais reducdo na glicemia observada no grupo 8% com
PBS e também com o bloqueio do receptor a2. Ndo foram encontradas alteracdes
significativas nos niveis de lacticemia entre os diferentes tratamentos. Em relacéo a expressado
de HSP70, todos os bloqueadores foram capazes de elevar 0s niveis desta proteina no grupo
repouso, ou seja, mostrando um efeito apenas dos blogueadores. Os grupos que se exercitaram
em diferentes intensidades e que receberam os blogueadores de receptor a2 e o duplo, ndo
diferiam entre si, ou seja, estes foram capaz de bloquear o efeito da intensidade de exercicio
sobre a expressao da proteina. Mas, o resultado que mais chamou atenc¢éo foi o do bloqueador
al, que ndo somente bloqueou o efeito do aumento no grupo 8%, como inclusive reduziu a
niveis significativamente menores quando comparado com o animal repouso, mostrando que a
acdo catecolaminérgica via receptor o parece ser uma das principais responsaveis pelo
aumento da HSP70 12 h apés o exercicio de alta intensidade. Se essa interferéncia adrenérgica
ocorre apenas em nivel central ou depende de alteracdes periféricas blogueadas pelas drogas

utilizadas permanece por ser esclarecido.

Em um estudo com exercicio de moderada intensidade, no qual foram realizadas 2
infusdes de L-lactato durante os 90 minutos de exercicio, houve redugdo na resposta
catecolaminérgica plasmatica, que foi atribuido por retroalimentagdo negativa do lactato sobre
a producdo de catecolaminas (Fattor, 2005). Em outro estudo mais recente, o L-lactato foi
administrado diretamente no locus coeruleus de ratos (Tang et al., 2014). Verificou-se que o
lactato, independente de seu valor caldrico, serve como uma molécula sinalizadora astrocitica
no locus coeruleus, excitando os neurdnios noradrenérgicos e, consequentemente, liberando

noradrenalina. O L-lactato exdgeno exerceu acdo despolarizante diretamente sobre os
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neurdnios do locus coeruleus, resultando em efeitos excitatorios similares aos observados
quando injetado L-glutamato no locus coeruleus (Tang et al., 2014). Estes autores propéem
que este efeito despolarizante do L-lactato seja intermediado por um segundo mensageiro
intracelular, provavelmente AMPc. O uso de D-lactato bloqueou efetivamente este efeito,

como foi observado no presente estudo.

Se, de fato, o L-lactato atua como um neurotransmissor que estimula neurdnios
noradrenérgicos (Tang et al., 2014) e a noradrenalina tem acdo estimulatdria via receptor o
sobre a expressao de HSP70 em situacdo de exercicio de alta intensidade, pode-se supor que
haja uma interdependéncia destas duas condi¢Ges para 0 aumento de HSP70 sob exercicio
intenso: estimulo noradrenérgico e nivel elevado de lactato. Durante exercicio de alta
intensidade também se observa aumento de lactato, que, por sua vez, também induz maior
expressao de HSP70 (dados do presente trabalho). Esta inter-relagdo pode explicar o fato de
ndo encontrarmos diferencas na captacdo de glicose e lactato no experimento ex vivo, mesmo
com o aumento na concentracdo de L-lactato no meio, pois o hipotalamo isolado nédo dispde
de um fator importante dentre todas as condi¢des encontradas durante o exercicio intenso: a

influéncia adrenérgica ou noradrenérgica.

Outra relacdo entre o lactato e a noradrenalina, € que esta causa aumentos na expressao
de MCT2 em cultura de neurdnios corticais de camundongos, por um mecanismo que envolve
a estimulacdo da via PI3K/Akt (Chenal e Pellerin, 2007), um mecanismo muito similar ao
envolvido na liberacdo de HSP70 pelos astrdcitos (Taylor et al.,, 2007). O sistema
noradrenérgico poderia entdo, ndo somente aumentar a expressao e liberacdo de HSP70 pelos
astrdcitos, como também poderia estimular a captacdo e utilizacdo de lactato pelos neurdnios,
aumentando a expressdo de MCT2. Além disso, essa via retroalimentar entre lactato e
noradrenalina, pode promover, em longo prazo, uma “memdria metabolica”, que esta
relacionada com a plasticidade sindptica (Chenal e Pellerin, 2007), fazendo com que o

encéfalo seja capaz de utilizar mais lactato ao invés de glicose, mesmo em situacfes basais.

O lactato tambeém é capaz de inativar a AMP cinase, 0 que causa aumento de malonil-
CoA no hipotalamo, suprimindo a expressdo de peptideos orexigenos e aumentando a de
anorexigenos, o que reduz a ingestdo alimentar (Cha e Lane, 2009). Fato, este, corroborado
por outro estudo, que avaliou a presenga de MCT2 em neurdnios no nucleo arqueado, que
controlam a ingestdo alimentar, sugerindo um efeito direto do lactato sobre os neur6nios

excitaveis por glicose, provocando uma liberacdo de peptideos anorexigenos e,
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consequentemente, reducdo da ingestdo alimentar (Campos et al., 2013). Na eminéncia
mediana de camundongos foram encontrados tanicitos que sdo capazes de se diferenciar em
neurdnios em resposta a uma dieta rica em gorduras e que o bloqueio desta diferenciagéo foi
capaz de atenuar o ganho de peso nesses animais (Lee et al., 2012). Esses dados nos mostram
a importancia dessas estruturas no controle do metabolismo energético e do comportamento

alimentar.

Sabemos que falhas nessas vias hipotalamicas e na redistribuicdo de energia sdo
possiveis causas de doengas metabolicas como a obesidade e diabetes do tipo II. Além disso,
dietas com altos niveis de gordura sdo capazes de causar danos por estresse oxidativo e do
reticulo endoplasmatico, o que induz, também, niveis elevados de atividade inflamatdria nesta
regido em um curto espaco de tempo, agravando o estado patoldgico, ativando vias
apoptdticas e causando morte neuronal (Ropelle et al., 2006; Peters et al., 2007; Moraes et al.,
2009; Liebelt et al., 2010; Meng e Cai, 2011; Thaler et al., 2012). Neste sentido, 0 aumento
de HSP70 na eminéncia mediana e no ndcleo arqueado do hipotalamo, encontrado neste
estudo, poderia agir como uma molécula citoprotetora, pois é capaz de bloguear a fosforilacéo
do complexo IkB e, consequentemente, a ativacdo do NF-«xB, que € o principal responséavel
pelo aumento na sintese de citocinas e enzimas pro-inflamatdrias ativadoras da cascata
apoptotica. Esse aumento de HSP70 poderia proteger as células dos danos metabdlicos, e
ainda, prevenir a morte de neurdnios envolvidos no controle alimentar. Além disso, o
exercicio causa alteracfes na utilizacdo de substratos energéticos pelo hipotdlamo, criando
uma “memoria metabdlica”, a fim de gerar um sistema mais econémico e eficiente de
distribuicdo de energia, desenvolvendo mecanismos para utilizar mais lactato ao invés de

glicose, com participacao da via adrenérgica.

Cabe salientar que os resultados obtidos foram induzidos pelo exercicio de alta
intensidade, de curta duracdo, executado de forma aguda, e também por treinamento de 8
semanas, de maneira que este pode ser um efetivo meio de prevencdo e até mesmo de
intervencdo para o controle de danos hipotalamicos causados por doencas metabolicas. Os
dados obtidos neste trabalho e a revisdo dos dados de trabalhos relacionados resulta em uma
proposta esquematizada na Figura 29, que ilustra como o exercicio intenso poderia levar ao
aumento de HSP70 hipotalamico e a uma ativacdo das vias noradrenérgicas, intermediado

pelo lactato.
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Fig. 29. Figura representativa dos resultados encontrados e dos possiveis mecanismos de regulagdo. 1. O
exercicio de alta intensidade causa elevagdo na producéo e liberacdo de noradrenalina. 2. O GLUT4 é capaz de
captar glicose para o musculo e tecido adiposo sem a necessidade de insulina. O misculo aumenta sua producéo
e liberacdo de lactato na corrente sanguinea pela estimulagdo noradrenérgica. 3. Elevados niveis na lacticemia
fazem com que o hipotdlamo capte mais lactato, ao invés de glicose, via MCT1. Este lactato pode entdo ser
oxidado e utilizado para formacdo de ATP pelos neurénios. 4. A ativagdo do receptor de lactato, GPR81, reduz
os valores de AMP ciclico, o que blogueia a lip6lise e glicogendlise, preservando os estoques de glicogénio. 5.
Este aumento nas concentracdes de lactato faz com que esta molécula excite os neurbnios noradrenérgicos do
locus coeruleus, aumentando mais ainda a liberacdo de noradrenalina. 6. O aumento de noradrenalina causa um

aumento na expressao de MCT2, para que o hipotalamo seja capaz de utilizar ainda mais lactato, levando a uma
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plasticidade metabdlica. 7. O aumento da concentracdo de lactato também atua sobre os neurdnios excitaveis
pela glicose, fechando canais de Kartp (canal de potéssio sensivel ao ATP), despolarizando a célula e liberando,
assim, peptideos anorexigenos, que causam saciedade e diminuem a ingestdo alimentar. 8. Devido ao estimulo
noradrenérgico e da grande demanda e variacdo metabdlica ha um aumento na expressdo de HSP70 e sua
exportacdo via exossomos pelos astrocitos, para que 0s neurdnios possam entdo captar esta proteina. 9. Como
resultado, a HSP70 ira bloquear o NF-kB, e consequentemente, as vias inflamatérias e pré-apoptoticas,

protegendo os neurdnios de qualquer injuria.
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6. CONCLUSAO

O exercicio de natacgdo realizado em diferentes intensidades causou as seguintes alteragdes:

« O exercicio de alta intensidade (8% de carga) foi capaz de elevar a expressdo de
HSP70 12 h apos a realizacdo de uma sessdo aguda, e os valores da proteina tiveram
uma correlacdo positiva com o aumento da intensidade de exercicio e com as
concentracdes medias de lacticemia das diferentes intensidades imediatamente ap6s o
exercicio.

* Imediatamente apds a sessdo de exercicio, houve uma diminuicdo na captacdo de 2-
desoxi glicose pelo hipotalamo do grupo que realizou exercicio de maior intensidade
guando comparado com o0s demais, 0 que Se seguiu por 12 h, normalizando apenas em
72 h. Isto aconteceu devido a maior disponibilidade de lactato sanguineo oferecido
pelo grupo 8%, fazendo com que o hipotalamo captasse mais lactato para ser utilizado
ao invés da glicose, um substrato mais rapido e econdmico.

« As mudancas na captacdo de glicose e lactato pelo hipotalamo parecem ser
dependentes de mais algum estimulo, possivelmente a noradrenalina, pois quando o
hipotalamo isolado é exposto a diferentes concentracbes de L-lactato, ndo ha
mudancas de captacao de ambos os substratos por este tecido.

* Os niveis de glicogénio do grupo de alta intensidade foram mais elevados quando
comparado com 0s outros grupos, possivelmente pelo bloqueio da glicogendlise
causado pela elevacdo das concentracOes de lactato, economizando este estoque de
energia.

* O L-lactato isolado ndo tem efeito sobre a expressdo de HSP70 no hipotalamo,
comprovado pela injecéo de L-lactato em diferentes concentragdes.

A injecdo de D-lactato antes do exercicio foi capaz de eliminar as diferencas na
expressao de HSP70 no hipotdlamo induzida pelo exercicio, sugerindo assim um
efeito do lactato sobre as mudancas encontradas no exercicio de alta intensidade.

« O bloqueio de receptores a-adrenérgicos também foi capaz de bloquear o efeito do
exercicio sobre a expressao de HSP70 no hipotdlamo, com uma influéncia maior do
bloqueio do receptor al, que apresentou valores reduzidos de HSP70 no grupo 8%
guando comparado com 0 repouso.

O treinamento por 8 semanas foi capaz de elevar os niveis basais de HSP70 no

hipotdlamo e reduzir a captacdo de 2-desoxi glicose mesmo em repouso, mostrando

81



uma resposta adaptativa deste tecido ao exercicio de alta intensidade realizado

cronicamente.

Estes resultados nos mostram que o exercicio de curta duracdo é capaz de aumentar a
expressao de HSP70 na eminéncia mediana e nucleo arqueado do hipotalamo, se realizado em
alta intensidade, e que este é dependente da elevacdo da lacticemia e da via a adrenérgica,
principalmente por receptores al. O treinamento de alta intensidade causou respostas
adaptativas na expressdo da proteina e no metabolismo energético. Concluimos assim, que o
aumento desta proteina possa estar envolvido na protecdo contra estresse metabolico,

prevenindo assim danos maiores quando exposto a insultos de maior magnitude.
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