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RESUMO

LIMA, Daniel José Matos de Medeiros. Alteracdes eritrocitarias induzidas pelo
exercicio fisico. 2014. 61f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Evidéncias crescentes tém demonstrado que o exercicio prejudica a estrutura
da membrana eritrocitaria, como consequéncia do aumento do estresse fisico e
quimico. O 6xido nitrico (NO) derivado dos eritrocitos afeta a fluidez da membrana e
a sua biodisponibilidade depende do equilibrio entre a sua sintese e eliminagdo por
espécies reativas de oxigénio. Nés investigamos se o0 exercicio realizado em
diferentes intensidades afetaria biodisponibilidade do NO eritrocitario e se levaria a
um quadro de estresse oxidativo. Dez homens (26 + 4 anos, VOgpico 44,1 + 4,3
mL.kg™*.min™) realizaram um teste cardiopulmonar méximo em esteira e um teste de
exercicio submaximo a 70% VOgpico durante 30 min. O sangue foi coletado em
repouso e imediatamente apO0s 0s exercicios para isolamento dos eritrécitos. O
exercicio maximo aumentou a contagem de eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito,
sem levar a qualquer alteracdo na massa corporal que pudesse sugerir
hemoconcentracao devido a uma reducao do volume plasmatico. Observou-se uma
diminuicdo do influxo de L-arginina depois do teste subméaximo, mas ndo no teste
maximo. No entanto, a atividade da 6xido nitrico sintase, ou seja, a producdo de NO,
foi aumentada apos o teste maximo. Os niveis de GMPc nao se alteraram apdés
ambos os teste de exercicio. Em relagdo aos biomarcadores de estresse oxidativo, o
exercicio submaximo reduziu a oxidacado proteica e aumentou a atividade da
catalase e a expressdo da glutationa peroxidase, enquanto que o exercicio maximo
levou a uma maior peroxidacédo lipidica e diminuicdo da atividade da SOD. Nem a
atividade glutationa peroxidase ou a expressdo NADPH oxidase foram afetadas pelo
exercicio. Estes resultados sugerem que o exercicio induziu alteracdes no estresse
oxidativo de eritrOcitos, que parecem estar mais associadas com a intensidade do
que a duragdo do execicio. Além disso, nas intensidades recomendadas para a
promoc¢do da saude, o exercicio mostrou ser protetor, aumentando a atividade e a
expressao de enzimas antioxidantes importantes e reduzindo os danos oxidativos.

Palavras-chave: Espécies reativas de oxigénio. Eritrocitos. Arginina. Oxido nitrico

sintase. Estresse oxidativo. Exercicio.



ABSTRACT

LIMA, Daniel José Matos de Medeiros. Erythrocyte changes induced by physical
exercise. 2014. 61f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Growing evidence has shown that exercise impairs erythrocyte membrane
structure as a consequence of increased physical and chemical stress. Erythrocyte-
derived nitric oxide (NO) affects membrane fluidity, and its bioavailiability depends on
the balance between its synthesis and scavenging by reactive oxygen species. Here,
we investigated whether aerobic exercise performed at different intensities would
affect erythrocyte NO bioavailability and oxidative stress. Ten men (26 £ 4 years old,
VOypeak 44.1 + 4.3 mL.kg™*.min™) performed a treadmill maximal cardiopulmonary
exercise test, and a submaximal exercise at 70% VOgzpeak during 30 min. Blood was
collected at rest and immediately after exercises for erythrocytes isolation. Maximal
exercise increased erythrocytes count, haemoglobin and haematocrit levels, without
any change in body mass that could suggest haemoconcentration due to a plasma
volume reduction. It was observed a decrease in L-arginine influx after moderate, but
not maximal exercise. Yet, nitric oxide synthase activity, and thus, NO production,
was increased after maximal exercise. Cyclic GMP levels did not change after both
exercise bouts. In relation to biomarkers of oxidative stress, moderate exercise
reduced protein oxidation, and increased catalase activity and glutathione peroxidise
expression; whereas maximal exercise led to greater lipid peroxidation, and
diminished SOD activity. Neither glutathione peroxidase activity nor NADPH
expression were affected by exercise. These findings suggest that exercise induced
changes in erythrocyte oxidative stress are more associated with intensity than
duration. Furthermore, at intensities recommended for health promotion, exercise
was shown to be protective, increasing the activity and expression of important
antioxidant enzymes and reducing oxidative damage.

Keywords: Reactive oxygen species. Red blood cells. Arginine. Nitric oxide synthase.

Oxidative stress. Exercise.
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INTRODUCAO

Os eritrécitos sdo células biconcavas e anucleadas, originados na medula
O0ssea e responsaveis pelo transporte de oxigénio entre os pulmdes e tecidos
corporais, sendo, por esse motivo, essenciais para a préatica do exercicio fisico. Sua
importancia pode ser clinicamente observada pela utlizagdo de estratégias
farmacoldgicas ou fisioldgicas, licitas ou ilicitas, que resultem em aumento em seu
namero. Ha décadas, atletas de modalidades de resisténcia sdo submetidos a
treinamento em altitude ou em hipoxia (1), ou fazem uso de eritropoeitina ou
transfusdo de sangue objetivando um melhor desempenho fisico (2). Por outro lado,
a sua deficiéncia resulta em baixa tolerancia ao esfor¢co, como observado em
individuos com anemia (3), o que também reforca a sua importancia para o
desempenho fisico.

No entanto, agudamente, o exercicio pode ter consequéncias deletérias para
0 proprio eritrcito. Foi demonstrado que o exercicio fisico pode levar a alteracbes
na estrutura da membrana eritrocitaria, podendo comprometer as suas
caracteristicas funcionais e consequente sobrevida. Tais alteracbes podem ser
secundarias a estresses causados pelo exercicio, sejam eles de ordem fisica (na
marcha prolongada e corrida) ou quimica (aumento do estresse oxidativo) (4). Essas
alteracdes conformacionais que o0 exercicio fisico promove na estrutura da
membrana eritrocitaria a tornam mais rigida e com uma capacidade de deformacéao
alterada (5, 6), levando a uma senescéncia acelerada (4, 5) e comprometendo a
perfusdo da microvasculatura periférica. Dentro deste contexto, o 6xido nitrico (NO)
produzido endogenamente pelos eritrécitos é de grande importancia, uma vez que é
uma molécula fundamental para a manutencdo da capacidade de deformacéo (7-
10). Além disso, os eritrocitos sdo capazes de carrear o NO sintetizado por células
adjacentes, como as endoteliais, e o liberar em situacdes de hipdxia (11, 12), o que
permite a dilatacdo e a perfusao de capilares e consequentemente o fornecimento
de oxigénio.

As alteracOes na estrutura da membrana eritrocitaria podem ser, em parte,
induzidas pelo estresse oxidativo produzido pelo exercicio fisico. Sentuk e
colaboradores (6) observaram a presenca de dano oxidativo em estruturas proteicas
e lipidicas nos eritrécitos apos um teste de esforco maximo. Sabe-se que o exercicio

acarreta um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
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principalmente nos musculos esqueléticos ativos, decorrentes de um maior fluxo de
oxigénio mitocondrial e ativacdo da enzima pré-oxidante NADPH oxidase localizada
no reticulo sarcoplasmatico, tubulos transversos e sarcolema (13). Os eritrocitos,
apesar de ndo possuirem mitocondrias, sdo capazes de produzir EROs pela auto-
oxidacdo da hemoglobina (Hb) e também pela ativagdo da NADPH oxidase (14).
Nao se sabe, no entanto, se durante o exercicio fisico, a produ¢cdo de EROs pelos
eritrocitos esta aumentada e, portanto, se 0 dano oxidativo observado é
consequéncia das EROs enddgenas ou exdgenas.

Para manter o balanco redox, ou seja, um equilibrio entre a producédo de
espécies reativas e a sua remoc¢do, os eritrécitos sdo dotados de um sistema
enzimatico de defesa antioxidante composto pelas enzimas superdxido dismutase
(SOD), que é a primeira linha de defesa antioxidante, catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) que degradam o peroxido de hidrogénio (H,0;). Mas a atividade
dessas enzimas antioxidantes durante e ap0s o exercicio ainda nao estd bem
elucidada, com alguns estudos mostrando aumento (15-17), outros reducao (16, 18,
19) e outros nenhuma alteracédo (17). A diferenca entre os achados possivelmente
deve-se aos diferentes protocolos experimentais e populacdes avaliadas, o que
dificulta a comparacao entre eles.

Diante desses fatos, esse estudo tem o intuito de tentar elucidar as lacunas
gue compdem as alteracfes induzidas pelo exercicio fisico na biodisponibilidade de

NO e estresse oxidativo em eritrocitos.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Oxido nitrico e sua importancia no metabolismo dos eritrécitos

Os eritrocitos sdo elementos figurados do sangue anucleados de forma
bicbncava, produzidos na medula 6ssea e que sdo responsaveis pelo carreamento
de oxigénio entre os pulmdes e tecidos. Para que os eritrécitos sejam capazes de
atravessar a microvasculatura, eles devem ser capazes de se deformar, uma vez
gue o seu diametro (cerca de 7 um) é maior que o diametro dos capilares (3 a 4 um).
Para esse fim, o NO parece ter um papel primordial.

O NO é um gés inorganico, lipofilico que possui uma meia-vida muito curta
(2 a 30 segundos), que tem como principal funcéo a sinalizagcédo em diferentes tipos
celulares. A producédo de NO se da pela conversdo do aminoacido L-arginina em L-
citrulina catalisada por uma enzima denominada Oxido nitrico sintase (NOS) na
presenca de oxigénio (O,) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
(NADPH). Essa reacdo produz quantidade equimolares de L-citrulina e NO (Figura
1). Outros cofatores sdo necessarios para que a sintese de NO ocorra, como flavina
mononucleotideo (FMN), flavina adenina dinucleotideo (FAD) e a tetrahidrobiopterina
(BH4) (20-22). Apesar da existéncia de L-arginina no meio intracelular, e em
concentracdes superiores ao K, da NOS, a ativacdo desta enzima parece depender
do influxo de L-arginina extracelular, no que é chamado de “paradoxo da arginina”
(23-25). Em eritrocitos, o transporte de L-arginina € dependente dos transportadores
de aminoacidos y* e y'L (Figura 1). Ambos transportam aminoacidos catiénicos de
maneira independente da presenca de Na', e o sistema y'L é capaz também de

transportar aminoacidos neutros na presenca deste ion (24).
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Figura 1 - A via L-arginina-0xido nitrico nos eritrocitos

- - st -

L-arg @ %
2 ]

Legenda: (L-arg, L-arginina; NOS, éxido nitrico sintase; L-cit, L-citrulina; NO, éxido nitrico; S-NOHb,
S-nitrosohemoglobina; GCs, guanilato ciclase soltvel)Adaptado de Gladwin et al. (12).

S&o descritas trés isoformas distintas da NOS. A primeira denominada NOS
neuronal (NNOS) ou NOS |, que tem como principal funcdo a producdo de Oxido
nitrico como um neurotransmissor. A segunda isoforma, a NOS induzivel (iNOS) ou
NOS Il, esta presente predominantemente em células do sistema imune e participa
principalmente em processos imunoldgicos, gerando grandes quantidades de NO
para combater agentes agressores. E, por fim, a NOS endotelial (eNOS) ou NOS III,
gue esta presente principalmente em células do endotélio vascular, produzindo NO
gue sinaliza para o relaxamento do musculo liso vascular. Essas enzimas sé&o
oriundas de genes diferentes, mas apresentam uma estrutura dimérica comum,
composta por um dominio redutase e outro oxidase. Ambos o0s dominios estao
ligados por um pequena sequéncia na qual esta localizado o sitio de ligagdo com a
calmodulina (CaM), uma proteina que esta associada ao Ca'" (26). As isoformas
possuem algumas peculiaridades que as diferenciam. A nNOS e eNOS séao
isoformas constitutivas e sdo reguladas pelo Ca'" intracelular e CaM; ja a iNOS néo
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depende de Ca™ e CaM, e é induzida por citocinas e endotoxinas, levando a uma
producdo massiva de NO por um periodo prolongado(27).

Ao discutir a funcdo do NO no eritrcito, deve ser ressaltado que ele é
afetado pelo NO produzido também por células adjacentes. No sistema circulatorio,
sua producdo ocorre em células endoteliais vasculares, células do sistema imune,
plaquetas e pelos préprios eritrécitos. O NO derivado das células endoteliais pode
difundir-se tanto para o muasculo liso vascular, resultando no ja bem estabelecido
relaxamento, como também para o limen vascular. Na circulacédo, o NO derivado do
endotélio pode se difundir para os eritrocitos, onde reage com a deoxihemoglobina
(deoxiHb) formando a nitrosilhemoglobina (NOHb), ou com a oxihemoglobina
(OxiHb) formando nitrato (NO3) e metehemoglobina (metHb). Admite-se que o NO
também reaja com o grupo sulfidrila da cisteina 93 na Hb formando S-
nitrosohemoglobina (SNOHb) (12). Em adicdo, o NO endotelial pode reagir com
constituintes plasméaticos formando espécies nitrosiladas (RXNO), incluindo S-
nitrosotiois (RSNO) e nitrito (NO3), que sdo capazes de transportar a bioatividade do
NO para longe do seu local de formacéo (28).

O NO; também tem a capacidade de atravessar a membrana dos eritrgcitos,
onde estd mais concentrado do que no plasma. Nos eritrécitos, o NO, reage com a
deoxiHb formando MetHb e NO, que, por sua vez, pode difundir-se para fora do
eritrocito diretamente ou por intermédio de metabdlitos (28, 29). Ha uma grande
discusséo sobre como ocorre o transporte de NO pelos eritrécitos. Uma hipétese é
de que o NO, e SNOHb sejam as principais formas de armazenamento e transporte
do NO proveniente do endotélio pelos eritrécitos, preservando a bioatividade e
dando-lhe caracteristicas hormonais paracrinas (28).

Dessa forma, a capacidade de carrear NO e ndo degrada-lo por parte dos
eritrocitos, demonstra sua importancia tanto para os forma oxidadas (nitrito e nitrato)
qguanto nitrosiladas (SNOHb e NOHb) de transporte a armazenamento de NO na
circulacdo. Assim, em regifes de baixa concentracdo de O, o NO é transportado,
sendo capaz de se dissociar da SNOHb e do NO, levando a vasodilatacdo em
condicdes de hipdxia, e que ir4 garantir o suprimento de oxigénio e metabolitos aos
tecidos(12, 28, 29) (Figura 2).
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Figura 2 - Metabolismo intravascular do NO
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Legenda: L-arg, L-arginina; NOS, oOxido nitrico sintase; L-cit, L-citrulina; NO, o6xido nitrico; NOs,
nitrato; NO,,, nitrito; SNOHb, S-nitrosohemoglobina; NOHb, nitrosilhemoglobina; Hb,
hemoglobina, RXNO, espécies  nitrosiladas; RSNO,  S-nitrosotidis; metHb,
metehemoglobina). Adaptado de Kim-Shapiro e Schechter (28).

Além dos mecanismos de formacdo do NO independente de enzimas,
Jubelin e colaboradores demonstraram, pela primeira vez, que o0s eritrocitos
possuem duas isoformas da NOS (eNOS e iNOS), como também a CaM, o que
sugere que sao capazes de sintetizar NO (30). Sua funcionalidade, no entanto, foi
posteriormente questionada por alguns pesquisadores (31, 32), como Kang et al.
gue sugeriram que somente as formas imaturas dos eritrocitos possuem uma NOS
ativa (32). Porém, Kleinbongard et al. observaram por microscopia confocal de
imunofluorescéncia, que eritrocitos de seres humanos expressam uma NOS similar a
endotelial, e que esta enzima € funcionalmente ativa, localizando-se no citoplasma
ou na parte interna da membrana dependendo de seu estado de atividade (7). A

NOS eritrocitaria parece ser uma importante fonte de NO na circulagdo e o NO
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produzido pode estar envolvido na regulacdo da funcdo plaquetéria e do fluxo
sanguineo (31, 33). Um das principais fun¢des do NO eritrocitario, contudo, é a
manutencdo de propriedades reoldgicas dos eritrocitos e de sua capacidade de
deformacdo, em um mecanismo dependente da sinalizacdo por guanosina
monofosfato ciclica (GMPc).

Os mecanismos envolvidos na modulagéo da atividade da NOS eritrocitaria
ainda ndo sdo completamente conhecidos. Uma das hipéteses é que esta isoforma
da NOS seja ativada por um aumento no shear stress de modo similar a um dos
processos de ativacdo da NOS endotelial (34). Foi demonstrado in vitro por
microscopia de fluorescéncia invertida utilizando uma camara de fluxo retangular,
um aumento da ativacdo da enzima eNOS em eritrécitos dependente do fluxo (35).
De acordo com 0 mecanismo de ativacéo pelo shear stress, a caveolina-1 (Cav-1) se
liga a NOS eritrocitaria e é transportada através de vesiculas do citoplasma para a
membrana, onde se localiza nos chamados lipid rafts. Ap6s um estimulo, ocorre a
fosforilacdo do resido serina e um influxo de Ca'" para o citoplasma. O Ca'" se
associa a CaM que, por sua vez, se liga a NOS eritrocitaria, enfraquecendo a ligacéo
Cav-1-NOS. Assim, a NOS eritrocitaria torna-se enzimaticamente ativa e é
translocada para o citoplasma. Uma diminuicdo citoplasmatica na concentracéo de
Ca'" facilita a ligacdo da NOS eritrocitaria @ Cav-1 novamente e, por seguinte a
inativacdo da enzima. Assim, a NOS eritrocitaria seria inativada pela Cav-1 da
mesma forma que a NOS endotelial (33, 36, 37). Assim, € possivel especular que o
aumento do fluxo sanguineo promovido pelo exercicio fisico possa levar a ativacédo
ndo somente da eNOS endotelial, como também da eNOS eritrocitéria.

Dessa forma, cada vez mais, a geracdo de NO pelos eritrocitos tem sido
considerada de grande importancia fisioldégica, ndo s6 para modulacdo de seus
préprios mecanismos, como também nas plaquetas e no endotélio vascular. Assim,
torna-se relevante o entendimento dessa via em diversas condi¢des, sejam elas

patolégicas ou fisiologicas (7).
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1.2 Estresse oxidativo

As células produzem EROs e ERNs de forma continua como parte dos
processos metabolicos. Através de agentes antioxidantes que estdo presentes nas
células, a concentracdo desses agentes oxidantes é equilibrada. Mas, se houver um
desequilibrio entre a geracdo e a remocao destes agentes oxidativos, decorrentes
de uma diminuicdo de antioxidantes endégenos ou um aumento na geracao dessas
espécies reativas, observa-se um estado denominado estresse oxidativo (38).

Essas espécies reativas podem ser altamente tOxicas e provocar dano
tecidual por meio de peroxidacao lipidica, modificando as estruturas das proteinas
celulares e de DNA, como também estar envolvidas em processos fisiopatolégicos
como cancer, envelhecimento, inflamacgéo e aterosclerose (39, 40). Por outro lado,
esses mesmos agentes podem participar de processos fisiolégicos como a geracao
de eicosanoides, fagocitose e diversas vias de transducéo de sinais (40-43)

Durante o processo de reducdo do oxigénio molecular na matriz mitocondrial
até a formacédo de H,0, varias EROs sdo geradas, como: anion superoxido (‘0y),
perdxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH") (40) e estdo presentes em
inUmeros sistemas biolégicos (41). Mesmo os eritrécitos ndo possuindo
mitocondrias, as EROs sdo continuamente produzidas pelos eritrocitos, devido ao
seu conteudo de ferro heme e a alta tensédo de O, no sangue arterial (44). A principal
fonte geradora de EROs nos eritrocitos € uma proteina caracteristica dos eritrocitos,
a Hb, que sofre autoxidacdo para produzir ‘O,". A reducdo do O, é acompanhada
pela oxidacdo da Hb em metHb, se tornando incapaz de se ligar e
consequentemente transportar O,. Além do estresse oxidativo oriundo de EROs
produzidas pelos eritrocitos terem um potencial de danificar os mesmos, a producao
em massa dessas EROs tem um grande potencial de causar danos em células e
componentes adjacentes na circulagcédo (45). Por causa de seu papel fisiologico, os
eritrocitos sdo expostos a um estresse oxidativo constante.

O 'Oy é o primeiro radical produzido da reducdo monovalente do O, até
H.O,, sendo formado a partir dele outras EROs. Em condicdes fisioldgicas, ocorre a
reacao de dismutacdo com a formacdo do H,O,, mas se produzido em excesso, 0

‘O," é capaz de reagir com o NO, produzindo o peroxinitrito (ONOQO") (41).
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O H,0O, apesar de ndo ser um radical livre, por ndo conter elétrons
desemparelhados, é extremamente deletério, pois na presenca de Fe'™ produz o
‘OH. Essa espécie reativa tem a capacidade de atravessar camadas lipidicas,
podendo reagir com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe™ (41,
46).

O 'OH é considerado o radical mais reativo nos sistemas bioldgicos, pois
gera dano direto no local de formacédo. A reacdo extremamente rapida do OH' com
metais e outros radicais no sitio de geracao, ressalta sua alta reatividade. Além
disso, é capaz de levar a oxidacdo dos &cidos graxos poli-insaturados (AGP) das
membranas plasmaticas produzindo um fenédmeno denominado lipoperoxidacao
(40).

O NO contém um elétron desemparelhado, assim € considerado um radical
livre, que é formado em diversos tecidos bioldgicos e tem um importante papel como
molécula de sinalizagdo, participando de varios processos fisiologicos. Entretanto, se
produzido em grandes quantidades, pode gerar uma série de reacbes de
nitrosilacdo, que levam a alteracdes nas estruturas proteicas, e consequentemente
levando a perda de funcdo destas (47). Contudo, quando ha uma producdo em
excesso de 'Oy, ele reage com o NO doando um elétron e formando ONOO" (41),
que é um potente agente de oxidacdo, causando fragmentacdo de DNA e gerando
oxidacdo de estruturas lipidicas e proteicas (48).

As células sédo providas de um poderoso sistema de defesa antioxidante
(enzimético e ndo enzimatico), que e capaz de neutralizar a acdo das espécies
reativas, de forma a evitar sua acdo prejudicial (49). As defesas antioxidantes
enzimaticas sao constituidas pela superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) (50, 51). A primeira linha de defesa antioxidante &
formada pela SOD, uma enzima capaz de catalisar a dismutacédo do ‘O, em H,O,,
onde posteriormente, € convertido em H,O e O, pela acdo da enzima CAT ou pela
enzima GSH-Px (40, 52, 53). Outras substancias com capacidade antioxidante,
porém ndo enzimatica, sdo as vitaminas C (&cido ascorbico) e E (a-tocoferol). A
maior parte destes antioxidantes esta contida no meio intracelular, com excecédo da
vitamina E, que é um antioxidante estrutural localizado na membrana plasmatica
(40) (Figura 3).
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Figura 3 - Vias envolvidas na formacao de espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio e o sistema antioxidante
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Legenda: Glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx), glutationa reduzida (GSH),
glutationa oxidada (GSSH), catalase (CAT), superoxido desmutase (SOD), radical hidroxila
(OH), peroxinitrito (ONOOQO), anion superoéxido (O,.).

A membrana plasmatica é constituida de AGP que desempenham um papel
estrutural e funcional. Esses &cidos graxos possuem uma natureza flexivel, o que
resulta em uma maior fluidez da bicamada lipidica, o que é de extrema importancia
para inumeras funcdes celulares. Porem, quando comparados aos acidos graxos
saturados e monoinsaturados, os AGP sdo particularmente mais predispostos a
peroxidacao lipidica, tornando a membrana plasméatica mais suscetivel a danos em
suas estruturas.

A peroxidacdo lipidica é composta por uma reacdo em cadeia composta por
trés fases; iniciacdo, propagacdo e terminacdo, pela acdo de ROS,
predominantemente sobre os lipideos que compéem as membranas plasmaticas. Os
AGP sofrem ataque de espécies reativas, que absorvem um atomo de hidrogénio a
partir do grupo metileno (-CH,-), formando um radical carbono. Os radicais
produzidos nesta reacdo propagam a cadeia de peroxidacao lipidica, onde ocorre
uma repetida retirada de atomos de hidrogénio dos AGP para formacgdo de
hidroperoxidos e novos radicais de carbono, levando assim a oxidagdo de muitas
moléculas e acidos graxos (54). A fase de terminacdo consiste da combinacédo de

dois radicais para formar um produto que néo seja um radical.
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A fase de terminacdo também é capaz de resultar da acdo antioxidante da
vitamina E, que é denominada de “antioxidante de interrupgdo de cadeia”, que doa
um atomo de hidrogénio para os radicais lipidicos e assim interrompendo 0 processo
de propagacao e de peroxidacéo lipidica. A caracteristica antioxidante da vitamina E
é fundamental para prevenir a oxidacdo dos AGP presentes nos tecidos biologicos.
Um estudo recente apresentou a hipotese de que o a-tocoferol estd situado nos
dominios da membrana plasmatica, dos quais se encontra a maior parte dos AGP,
aumentando assim sua concentracdo no local onde ha maior demanda (39).

O processo de peroxidagdo resulta em perda de AGP estruturais e
funcionais, 0 que consequentemente diminui a fluidez da membrana plasmética.
Essas modificacbes observadas na membrana levam a distirbios na
permeabilidade, o que altera o fluxo ibnico levando a perda da seletividade para
entrada e saida de nutrientes e substancias toxicas a célula, como também
modificacdes na estrutura de DNA, perda da atividade enzimética e de receptores.
Em condi¢cBes extremas, a peroxidacao dos lipidios pode acarretar a destruicdo da
integridade da membrana plasmatica, como observado a partir da hemdlise

associada a peroxidacéo lipidica nas membranas plasmaticas dos eritrécitos (55).

1.3 Oxido Nitrico, Exercicio e os Eritrocitos

Apesar de constituir uma intervengcdo que resulta no aumento da massa
eritrocitaria cronicamente, o exercicio pode ser deletério para o eritrocito
agudamente. O exercicio, quando realizado com duracdo prolongada e em
atividades que incluam sustentacdo do peso corporal, pode causar hemdlise
intravascular por trauma mecanico, a chamada hemolise por “foot strike” (56).

Além do impacto fisico, o exercicio, seja ele de alta intensidade ou de longa
duracdo, provoca alteragbes quimicas nos locais em atividade. Pode haver aumento
da acidez, alteracdes no equilibrio i6nico e, principalmente, alteracdes no estado
redox. As reacdes de oxidacao e reducao sdo hoje reconhecidas como importantes
para o processo de sinalizacdo celular. E esperado que o exercicio aumente a
producdo de EROs particularmente nos tecidos em que haja um aumento na

demanda de oxigénio, como o0 coracdo e o musculo esquelético. Como ressaltado
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anteriormente, ha um extenso corpo de evidéncias (57) demonstrando uma
producdo aumentada de EROs pelo musculo esquelético devido ao maior fluxo de
oxigénio mitocondrial e ativacdo de NADPH oxidases localizadas no reticulo
sarcoplasmatico, tlbulos transversos e sarcolema. E importante ressaltar que a
formacao de EROs é um processo fisioldgico essencial para que as adaptacdes ao
exercicio ocorram (57). Como os eritrocitos atravessam os capilares que irrigam o
musculo esquelético, 0s mesmos estao suscetiveis a acdo dos EROs. Nao se sabe,
contudo, se a producdo de EROs pelos proprios eritrocitos € alterada durante o
exercicio.

Os eritrdcitos possuem um forte sistema de defesa antioxidante enzimatico
que usualmente se autorregula em uma tentativa de manter a homeostase
eletrbnica. Ndo ha um consenso, contudo, sobre as alteracbes na atividade de
enzimas antioxidantes eritrocitarias causadas pelo exercicio. Sureda et al.
observaram um aumento na atividade da SOD e CAT em ciclistas profissionais ap6s
uma prova de 171 km de distancia. Ja Tauler et al., em um estudo realizado com
corredores e ciclistas profissionais e amadores, observaram um aumento da SOD e
diminuicdo da CAT apos teste submaximo (90 min em cicloergbmetro a 80% VO2max)
em amadores, e uma diminui¢cdo da atividade da GPx tanto no teste maximo quanto
no submaximo realizado com atletas amadores e profissionais (15, 16). Outros
estudos ainda observaram uma reducédo, como Neubauer et al. apdés uma prova de
ironman em 42 atletas; assim como Vesovic et al. apdés um teste maximo em ciclo
ergbmetro (18, 19). J& Miyazaki et al. (17) ndo observaram nenhuma modificacdo na
atividade de SOD, CAT e GPx apds um teste maximo em individuos destreinados.
Como pode-se observar, os resultados sdo controversos possivelmente devido a
grande diversidade de protocolos experimentais e populacfes estudadas.

Algumas estruturas sdo mais propensas a oxidacédo pelas EROs, como as
membranas celulares. Os AGP presentes na membrana plasmatica, um ambiente
rico em O, ferro e Hgb, constituem um forte alvo pela presenca de duplas ligacdes
entre os atomos de carbono (58). Assim, as EROs iniciam a reacdo de peroxidacao
lipidica levando a uma perda da integridade da membrana, o que pode resultar em
aumento da permeabilidade e reducédo da seletividade celular, resultando em morte
celular (44). Uma particularidade dos eritrocitos € a inexisténcia de um mecanismo
de reparo eficiente. Assim, uma vez afetada, a célula tende a acelerar o seu

processo de senescéncia e a sua remocao da circulacdo. Além disso, a alteracédo da
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estrutura da membrana pode tornd-la mais rigida, reduzindo a sua capacidade de
deformacéo e perfusdo da microvasculatura.

Nesse contexto, cabe ressaltar o papel do NO produzido pelos eritrécitos,
que é de grande importancia para a manutencao da capacidade de deformacéo e
fluidez da membrana eritrocitaria (7-10). Em um estudo realizado por Suhr e
colaboradores com homens saudaveis ndo treinados, que correram a 70% do
VOzmax POr uma hora, foi observado um aumento da fosforilagdo do residuo Ser1177
da NOS eritrocitaria apos o exercicio fisico, indicando ativacdo da enzima e aumento
da producdo de NO (9). Os mecanismos que envolvem a ativagdo da NOS
eritrocitaria durante o exercicio ainda ndo sdo bem compreendidos. A principal
hipotese, discutida anteriormente, envolve o aumento do shear stress secundario a
um maior volume e fluxo sanguineo pelos vasos, aumentando as tensées mecanicas
impostas nos eritrocitos assim ativando mecanismos moleculares que estimulariam a
fosforilagdo da NOS eritrocitaria (7, 35).

Até o momento ndo temos conhecimento de outros estudos realizados sobre
a producdo de NO pelos eritrocitos durante o exercicio fisico, bem como sobre a
producéo de EROs pelo eritrocitos. Considerando a sua importancia de ambos para
a manutencdo de suas propriedades reoldgicas, consideramos fundamental um
melhor entendimento sobre o comportamento dessas biomoléculas durante o

exercicio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Investigar os efeitos do exercicio fisico sobre a biodisponibilidade de éxido

nitrico e o estresse oxidativo em eritrocitos de homens saudaveis.

2.2 Objetivos especificos

Comparar os efeitos de duas diferentes intervencdes de exercicio fisico (teste

cardiopulmonar de exercicio e uma sessao de exercicio de intensidade moderada)

sobre:
o o eritrograma,;
o a via L-arginina-NO-GMPc em eritrécitos;
o a atividade e expressdo das enzimas antioxidantes catalase,

glutationa peroxidade e superdxido dismutase em eritrécitos;

o 0 dano oxidativo em lipidios e proteinas em eritrocitos.
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3 METODOS

3.1 Sujeitos

A amostra foi constituida por 10 individuos jovens aparentemente saudaveis
do sexo masculino, sedentarios ou praticantes de atividade fisica recreativa (26 + 4
anos; 68,5 + 4,1 kg; 1,76 + 0,07 m; 9,9 + 4,5% gordura corporal; VOazpico 44,1 * 4,3
mL.kg™.min!). Os sujeitos que praticavam atividade fisica de forma recreativa
tinham uma frequéncia irregular em torno de uma ou duas vezes por semana. Os
sujeitos foram uma selec&o por conveniéncia. A participacdo no estudo foi voluntaria
e somente se deu apdés o0 consentimento escrito dos participantes e aprovacdo do
Comité de Etica da instituicdo (#20047). Os critérios de exclusédo considerados
foram: lesdo osteomioarticular, anemias, utilizacdo de medicamentos e/ou

suplementos alimentares que afetem o nimero e a funcao dos eritrocitos.

3.2 Delineamento experimental e coleta de sangue

O protocolo experimental consistiu de duas visitas. Na primeira visita, foram
realizadas as medidas antropométricas de massa corporal, estatura e dobras
cutaneas. A densidade corporal foi de acordo com a equacao de trés dobras de
Jackson e Pollock (59) e o percentual de gordura foi estimado pela equacéo de Siri
(60). Em seguida, os individuos foram submetidos a um teste cardiopulmonar de
exercicio (descrito em 3.3). A segunda visita foi realizada ap6s um intervalo minimo
de uma semana e consistiu de uma sessdo submaxima de exercicio (descrita em
3.4).
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3.3 Teste cardiopulmonar de exercicio

Todos os individuos eram habituados ao trabalho em esteira rolante. O teste
foi realizado em esteira modelo Super ATL® (Inbramed, Porto Alegre, Brasil),
utilizando-se um protocolo de rampa individualizado (61). Durante o protocolo, a
inclinacdo da esteira foi mantida em 1% e o teste, programado para ter duracao
média de dez minutos, oscilando entre oito e 12 minutos (62). Os testes foram
conduzidos em temperatura ambiente de 20 a 22°C e umidade relativa do ar de 50 a
70%, sendo precedidos por um periodo de 5 minutos de repouso para estabilizacdo
das variaveis ventilatérias (63). Para ser considerado maximo, ao menos trés dos
cinco critérios descritos a seguir tinham que ser atingidos: a) exaustao voluntaria
maxima; b) frequéncia cardiaca (FC) =2 a 90% da FCmax estimada para idade ou
auséncia de elevacdo da FC mediante acréscimo de carga ao final do teste; c)
presenca de um platd no VO, (variacdo inferior a 150 mL O,) com a evolucdo das
cargas ao final do teste; d) razdo de troca respiratoria (R) > 1,1; e) equivalente ao
valor da escala de Borg = 18, considerando a escala de 0 a 10 (64). No entanto, para
fins de analise e determinacdo da intensidade da sessdo subsequente, 0 consumo
de oxigénio de pico (VOqpico) foi considerado. As variaveis ventilatorias foram
coletadas continuamente, com frequéncia de saida a cada 20 segundos, por meio de
analisador metabélico ULTIMA CardioO,® (Medical Graphics Saint Louis, EUA). A FC
foi aferida continuamente por monitor Polar RS-800® (Polar, Kempele, Finlandia). O
analisador de gases foi previamente calibrado segundo especificacdes do fabricante.

3.4 Sessao de exercicio submaximo

Nesta sessao, os individuos correram em uma esteira rolante a velocidade
correspondente a 70% do VOgpic, Obtido no teste cardiopulmonar de exercicio
durante 30 minutos. A parte principal foi precedida por cinco minutos de
aguecimento e sucedida por cinco minutos de volta a calma, ambos realizados a

velocidade correspondente a 55% do VOyjico. O calgado utilizado na sesséo de
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exercicio foi o0 mesmo da sessao destinada ao teste cardiopulmonar de exercicio e

as condi¢cbes ambientais foram similares nas duas visitas ao laboratério.

3.5 Coletade sangue e preparo das amostras de eritrécitos

O sangue foi coletado por venopuncdo em tubos contendo o anticoagulante
heparina (15 Ul/mL) para a realizagdo dos experimentos com eritrécitos. A coleta foi
realizada em trés tempos: 1) repouso; 2) imediatamente apdés o teste maximo em

esteira rolante e 3) imediatamente apds o teste submaximo.

ApoOs a coleta, o sangue foi centrifugado a 3000 rpm para separacdo dos
eritrécitos que, em seguida, foram lavados 3 vezes com uma solugédo contendo NaCl
0,9%, MOPS (10 mM) e glicose (5 mM) e ressuspendidos para a obtencédo de uma
suspensdo com hematécrito em torno de 45-50% para todos 0s experimentos,

exceto o transporte de L-arginina e a fragilidade osmdtica.

3.6 Fragilidade osmoética

Foi determinada pela adicdo de 10 pL do pellet de eritrocitos em tubos com
concentracdes crescentes de uma solugdo com NacCl (pH 7,4; 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,35;
0,4; 0,45; 0,475; 0,5; 0,525; 0,55; 0,6; 0,65; 0,75; 0,9; 1%). As amostras foram
gentilmente homogeneizadas e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente.
ApoOs esse periodo, os tubos foram centrifugados a 1200 rpm por 10 minutos. Do
sobrenadante formado, 200 yL foram transferidos para uma placa de 96 pocos e a
leitura da densidade oOptica a 540 nm. A densidade Optica do po¢o contendo
somente agua destilada foi considerada como 100% de hemdlise e a partir dai foram
calculados as porcentagens de hemolise das demais concentracdes de NaCl. Apos
o célculo, foram plotadas as curvas de fragilidade com os valores de hemodlise e

suas concentragdes de NaCl correspondentes (gréfico 1). Foi utilizado o software de
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andlise estatistica GraphPad Prism 6.0 (Graphpad Inc. CA, EUA) para realizar os
calculos de concentracdo de NaCl responséavel por levar a 50% de hemolise (IC50).

Grafico 1 - Exemplo de uma curva de fragilidade osmoética
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Figura 4 - llustragdo de um teste de fragilidade osmotica

3.7 Transporte de L-arginina em eritrocitos

A suspensao de eritrocitos foi incubada por trés horas a 37°C para eliminar a
transestimulagdo. ApOs esta etapa, os eritrocitos foram lavados novamente com
solucédo salina por trés vezes e ressuspendidos para se obter um hematocrito de 5-
10%. Em seguida, L-arginina tritiada (5-500 pM) foi adicionada em aliquotas da
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suspensao, que foram incubadas por 5 minutos a 37°C que entdo resfriadas
rapidamente para que se interrompesse o transporte de L-arginina. Os eritrcitos
foram entédo lavados com MgClI; e centrifugados. Por fim, foram lisados com Triton X-
100 (0,1 %) e as proteinas foram precipitadas com acido tricloroacético (TCA 5%).
Apés centrifugacdo das aliquotas, o sobrenadante foi transferido para tubos de
cintilacdo e a radioatividade foi contada através da [B-cintilagdo (LS 6500 Liquid

Scintillation Counter, Beckman Counter Inc., California, EUA).

3.8 Andlise da atividade da 6xido nitrico sintase em eritrocitos

A atividade da Oxido nitrico sintase foi quantificada através da conversao de
L-[*H]-arginina em L-[*H]-citrulina (protocolo adaptado Martins et al.) (65). A
suspensdo de RBC foi incubada a 37°C com L-[*H]-arginina (500 pM) por uma hora.
As reacOes foram interrompidas por rapida centrifugacdo e duas lavagens com
MgCl,. Os eritrécitos foram lisados com Triton X-100 e a hemoglobina precipitada
com TCA 5%. O lisado foi transferido para uma coluna contendo uma resina
catibnica Dowex e o eluato foi coletado em tubos de cintilagdo. A radiagéo foi
medida pela contagem com liquido de cintilacdo através do contador de B-cintilacdo
(LS 6500 Liquid Scintillation Counter, Beckman Counter Inc., California, EUA).

3.9 Andlise da expressao de proteinas em eritrocitos por Western Blot

A expressédo das proteinas NOS endotelial e induzivel, catalase, glutationa
peroxidase, superéxido dismutase e NADPH oxidase em eritrécitos foi quantificada
pela técnica Western Blotting. A suspenséo de eritrécitos foi homogeneizada com
tampdao de lise. As amostras com 30 uyg de proteina foram preparadas em volume
igual com tampado NuPAGE SDS e separadas por eletroforese em gel (Gel de
Poliacrilamida NuPAGE® Novex Bis-Tris 10% Invitrogen, Califérnia, EUA) e

transferidas para membranas de PVDF (Invitrogen, Califérnia, EUA).
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As membranas foram incubadas com anticorpos primarios monoclonais anti-
mouse eNOS ou iNOS (1:1000, BD Biosciences, California, EUA) e policlonais anti-
rabbit Catalase, Glutationa Peroxidase, Superoxido Dismutase 1 e NADPH oxidase
(Nox4) (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), seguindo uma segunda
incubacdo com anticorpo secundario anti-mouse para iINOS e eNOS e anti-rabbit
para os demais, conjugado a peroxidase (1:10000, Santa Cruz Biotechnology,
California, EUA). A proteina B-tubulina anti-rabbit (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, Califérnia, EUA) foi usada como controle de quantidade de proteina
nas amostras de RBC. Utilizamos como padrao de peso molecular o Full-Range
Rainbow™ Molecular Weight Marker (GE Healthcare, Uppsala, Suécia).

Utilizamos o sistema de quimioluminescéncia aumentada (ECL Primer,
Amersham-Biosciences, Buckinghamshire, UK) para detectar as proteinas nas
amostras. A deteccdo do sinal luminescente foi feita através do aparelho Molecular
Imaging ChemiDoc XRS Systems (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) com posterior
analise quantitativa das imagens através do programa Image J (ImageJl.43,
National Institutes of Health, EUA). Utilizamos a densidade da B-tubulina para corrigir

com as outras proteinas marcadas e os resultados foram expressos como %.

3.10 Niveis intraeritocitario de GMPc

Incubamos o concentrado de RBC com 500 uM de 3-isobutil-1-metilxantina
(IBMX). Em seguida, adicionamos &cido perclérico a suspensdo de RBC,
congelamos as amostras em nitrogénio liquido e lisamos as aliquotas no ultrassom
(MaxiClean 1400, Unique, Sao Paulo, Brasil) por 15 minutos. O lisado de RBC foi
centrifugado a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e
estocado a -80°C. Os niveis de GMPc foram detectados utilizando o método de
ensaio imunoenzimatico (Cyclic GMP EIA kit, Cayman Chemical Company, MI,
EUA).
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3.11 Estresse oxidativo

3.11.1 Determinacao da peroxidacdo lipidica

Os danos nas estruturas lipidicas de membrana foram quantificados pela
formacdo de subprodutos da lipoperoxidacdo (malondialdeido — MDA), que séo
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). O MDA reage com 0 acido
tiobarbitdrico, gerando uma substancia résea e posteriormente analisada por
espectrofotometria. Este experimento em RBC foi uma adaptacdo da técnica de
Draper e colaboradores (66).

Foram adicionados 50 pL da suspenséo de eritrocitos em 1000 pL de acido
tricloroacético 10%. As amostras foram sonicadas e centrifugadas a 10000 rpm, 4°C,
por 30 segundos. O sobrenadante foi misturado com &cido tiobarbittrico a 0,67% e
aguecido durante 30 minutos em banho seco a 100°C. Os niveis de TBARS foram
determinados através da leitura do subproduto por absorbéncia a 532 nm (Fluostar
Omega, BMG Labtech, Ortenberg, Germany), utilizando 1,1,3,3- tetrametoxi propano
como padréo e concentracao de TBARS foi expressa como nmol/g de hemoglobina.

3.11.2 Determinacéo da carbonilacdo de proteinas

A determinacdo da oxidacdo de proteinas foi realizada pelo método de
Levine (67) que se baseia no principio de que varios radicais livres atacam residuos
de proteinas produzindo produtos com o grupo carbonila, que podem ser medidos
através da reagdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina. Os grupos carbonila formados séo
determinados por espectrofotometria com comprimento de onde de 370 nm

utilizando um coeficiente 22.000 Molar™ em nmol/mg Hb.
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3.12 Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase foram realizadas no concentrado de RBC. Os resultados
foram expressos por U/g de hemoglobina.

3.12.1 Atividade da enzima superéxido dismutase

A atividade da enzima superoxido dismutase foi realizada por um ensaio
colorimétrico (Cayman Chemical Company, MI, USA) e a leitura foi realizada por
espectrofotometria com o comprimento de onda de 440 nm (Fluostar Omega, BMG

Labtech, Ortenberg, Germany).

3.12.2 Atividade da enzima catalase (CAT)

A catalase € uma hemeproteina que catalisa a degradacdo do H,0O,. Na
reacdo, uma das moléculas do H,O, é oxidada a oxigénio molecular e a outra é
reduzida a agua (68). Foram utilizados 50 uL do lisado de RBC em cubetas de
quartzo, onde foi adicionado 1 mL de tampao fosfato (PBS) com per6xido de
hidrogénio (25 mL de tampao para 40 pyL de H;0,). A leitura foi feita nos tempos 0,
30 e 60 segundos no comprimento de onda 240 nm (Genesys 10S UV-Vis, Thermo
Scientific, USA).

3.12.3 Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A enzima glutationa peroxidase oxida a glutationa reduzida (GSH), um
tripeptideo, na reducgéo acoplada de H,0O, a H,O. Utilizamos o reagente de Drabkins
para converter a hemoglobina em sua forma estavel, cianometahemoglobina de

acordo com o protocolo de Paglia e Valentine (69). Adicionamos 200 pL do lisado
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preparado de RBC em uma solugcdo (PBS) e incubamos por 10 minutos. Em
seguida, adicionamos 200 yL NADPH mais 200 yL de H,O,, homogeneizamos e
realizamos a leitura por espectrofotometria em 340 nm de comprimento de onda por
5 min com intervalos de 10 segundos (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific,
USA).

3.13 Analise estatistica

Os dados foram apresentados em média + erro padrdo da média. A
diferenca entre os grupos nos experimentos de atividade das enzimas antioxidantes,
estresse oxidativo, western blotting e fragilidade osmotica foram testadas pela
andlise de variancia de uma entrada com medidas repetidas, apds testar a
premissas de normalidade e a esfericidade pelos testes de Shapiro Wilk e Mauchly,
respectivamente. Uma excecao foi a comparacdo entre os resultados obtidos no
teste maximo e submaximo de velocidade, FC e massa corporal, que foi feita através
do teste-t pareado. O nivel de significancia foi fixado em 5% e a andlise estatistica
foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Inc., CA, USA).
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4 RESULTADOS

Os dados relacionados ao teste de exercicio maximo (100%) e submaximo
(70% VOqpico) estéo representados na tabela 1. O teste maximo durou em torno de
10 minutos o que esta de acordo com as recomendac¢des do teste que tem o objetivo
de durar em torno de 8 a 12 minutos. O teste subméaximo induziu a uma maior perda

de massa corpérea do que o teste maximo.

Tabela 1 — Dados do teste maximo (100%) e submaximo (70% VOapico)

Duracéo Velocidade FC A Massa Corporal
(min) (km.h™) (bpm) (%)
70% 30,00 10,5+1,1 167,0 + 13,0 -1,2+0,6
100% 10,10 + 2,1* 14,8 + 1,6* 194,0 + 2,0* -0,5+0,3*

Legenda: FC, frequéncia cardiaca. * diferente de 70% (p < 0,05)

O exercicio maximo levou a um aumento significativo na concentracdo sérica
de haptoglobina e de eritropoietina (Tabela 2). Nenhuma diferenca foi observada nos
niveis séricos de sédio nem na osmolaridade, sugerindo que ndo tenha havido

desidratacdo durante ambas as sessdes de exercicio.

Tabela 2 — Dosagens de haptoglobina (HAP), eritropoietina (EPO), sédio (Na*) e
osmolaridade (Osm).

HAP (mg/dL) EPO (mUl/mL) Na' (mEg/L) Osm. (mOsm/Kg)

Basal 99,6 +17,0 7,3+0,6 139,0+0,5 283,0+1,0
70% 98,8 +16,0 75%+0,5 138,0+1,1 288,0+1,6
100% 105,6 +18,8* 8,8 +0,9* 1410+1,4 283,0+2,2

Legenda: Os valores estédo expressos em média + EP. * diferente do basal (p < 0,05)

4.1  Eritrograma

O teste cardiopulmonar de exercicio maximo levou a um aumento
significativo de aproximadamente 7% na contagem de eritrocitos, concentracdo de
hemoglobina e hematocrito. No entanto, ndo foram observadas alteragdes

significativas ap0s uma sessao submaxima de exercicio (tabela 3).
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Tabela 3 — Eritrograma

Basal 70% 100%
RBC (10°/mm?) 5,0+ 0,10 5,10 + 0,10 5,30 + 0,10*
Hb (g/dL) 15,20 + 0,30 15,50 + 0,40 16,30 + 0,40*
Ht (%) 44,20 + 1,10 46,10+ 1,10 47,50 + 1,30*
RET (%) 1,06 = 0,20 0,96 + 0,17 1,09+ 0,21
RET (10°/mm?) 52,70 + 13,40 49,0 + 11,20 55,50 + 11,70

Legenda: RBC, Red Blood Cells (Eritrécitos); Hb, Hemoglobina; Ht, Hematdcrito; RET, Reticuldcitos.
Os valores estédo expressos em média + EP. * diferente do basal (p < 0,05)

4.2  ViaL-arginina-6xido nitrico-GMPc

Realizamos uma andlise cinética do influxo de L-arginina e uma significante
redugcd@o no Vnyax (Quantidade de L-arginina necessaria para saturar o transportador)
foi observado apds o exercicio submaximo (187,5 + 10,2 pmol.L cel*.h™) em relacéo
ao estado basal dos sujeitos (353,2 + 45,5 pmol.L cel*.h™). Nao foram observadas
alteracdes significativas no Vnax apdés do teste de esforco maximo (417,0 + 62,8
pumol.L cel*.h™) ou no Km (constante de Michaelis-Menten, representa a afinidade
do transportador) depois de ambas as intervencdes de exercicio (Basal: 123,6 *
21,2; 70%: 87,2 + 8,2; 100%: 158,3 + 32,6 mol/L) (Grafico 2a), o que demonstra uma
reducdo maxima no transporte de L-arginina sem provocar mudancas em sua
afinidade apds o exercicio submaximo.

Apesar de nenhuma mudanca ter sido observada no influxo de L-arginina, a
atividade da NOS eritrocitaria, avaliada pela producéo de L-[*H]-citrulina a partir da
L-[*H]-arginina, demonstrou-se aumentada apdés o teste maximo de exercicio
comparado com o basal, porém a atividade da NOS eritrocitaria ndo foi afetada pelo
teste submaximo de exercicio (Grafico 2b). Aléem disso, ndo foram observadas
diferencas significativas na expressao das isoformas endotelial e induzivel da NOS
(Gréfico 3a e 3b) e nem nos niveis de GMPc intraeritrocitario ap6s ambos os testes

de exercicios, maximo e submaximo (Tabela 4).
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Gréfico 2 - (a) Cinética do influxo de L-arginina nos eritrocitos. (b) Atividade da éxido
nitrico sintase em eritrocitos

(a) 3501 e~ Basal o (b) 15-
o ~ 3004 e 70% ‘_i
E E .- -m- 100% 5 u
a% 2504 i 5 2 10-
2% . %3
® 8 200- N
> ge

(O ] o s
82 150 3 23
23 g TR " 28 5 [
3 g 100+ §res JENETIL i E
E L o S
== 504 ¥ S

0l¥ . ' . | ,

0 50 100 150 200 Basal 70% 100%
L-arg (umol/L)

Legenda:* diferente do basal (p < 0,05).

4.3 Biomarcadores de estresse oxidativo

O teste maximo induziu um aumento na peroxidacao lipidica comparado ao
basal, avaliado através do teste TBARS, mas o teste subméximo ndo promoveu tais
alteracbes. Por outro lado, observou-se uma diminuicdo producdo de grupos
carbonila apGs o teste submaximo de exercicio, mas o0 mesmo nao foi o observado

no teste maximo de exercicio (Tabela 4).

Tabela 4 — Estresse oxidativo, atividade das enzimas antioxidantes e segundo
mensageiro GMPc

Basal 70% 100%
TBARS (pmol MDA/mg Hb) 3,8+0,2 56+0,8 7,8+1,2*
Grupos carbonila (nmol/mg Hb) 74+£0,6 5,8 £ 0,4* 7,0£0,5
GPx (mmol/min/mg Hb) 1,13+ 0,03 1,21+ 0,02 1,16 +0,1
CAT (U/mg Hb) 6,9+0,4 8,2 +0,3* 73104
SOD (U/ml) 241,0 £ 50,1 273,0+ 41 90,3 + 28,2*
cGMP (fmol/10%cells) 14,1+ 0,4 24,4 + 6,3 39,5+ 15,2

Legenda: TBARS, substancias reativas ao acido tiobarbiturico; GPx, glutationa peroxidase; CAT,
catalase; SOD, superéxido dismutase; cGMP, guanosina monofosfato ciclica. Valores
estao expressos em média + EP. * diferente do basal (p < 0,05)
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O menor dano oxidativo a proteinas apds o teste subméximo de exercicio
pode ser devido a um aumento na atividade da enzima antioxidante catalase (Tabela
4), bem como a uma maior expressao da expressao da enzima antioxidante GPx
(Gréfico 3e), que nao foi observado no teste maximo de exercicio. Dessa forma, a
atividade reduzida da SOD pode ter contribuido para um aumento na peroxidagao
lipidica desencadeada pelo teste maximo. Nenhuma alteragdo significativa foi
observada na atividade da GPx (Tabela 4), e na expressdo da SOD e da catalase
(Grafico 3c e 3d, respectivamente). A expressao de uma das principais enzimas pro-
oxidantes, a NADPH oxidase 4, nao sofreu alteracdo por nenhuma das intensidades
testadas de exercicio (Gréfico 3f). Talvez o dano oxidativo observado induzido pelo
teste de exercicio maximo, seja provavelmente por uma maior producdo de EROs

por células vizinhas e ndo pelos eritrocitos.



Gréfico 3 - Niveis de expressao proteica eritrocitaria
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(@) NOS endotelial (eNOS), (b) NOS induzivel, (c) superéxido dismutase (SOD1), (d)
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4.4 Fragilidade osmatica

A hemolise foi expressa em percentual, considerando como 100% a
absorbancia da agua destilada (0% NaCl). A concentracdo de NaCl que levou a 50%
de hemdlise foi calculada utilizando o software GraphPad Prism 6 para a
identificacdo das diferencas entre os grupos. Nenhuma diferenca significativa foi

observada na fragilidade osmotica nas condicdes testadas (Grafico 4).

Grafico 4 - Fragilidade osmotica dos eritrocitos no estado basal e em ambas as
intensidades testadas
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, o objetivo foi investigar se o exercicio aerébio maximo e
submaximo seria capaz de promover alteracdes na biodisponibilidade de NO e levar
a um quadro de estresse oxidativo nos eritrocitos de jovens saudaveis. Um dos
principais achados deste estudo foi que o0 exercicio submaximo realizado a uma
intensidade de 70% do VOgyuc, parece conferir uma protegdo contra os danos
oxidativos ocasionados pelo exercicio, enquanto o exercicio maximo resultou em
uma reducdo na capacidade de eliminacéo de ‘O, e em dano oxidativo. E importante
ressaltar que em nenhuma das intervencbes de exercicio testadas houve um
aumento na expressao da NADPH oxidase, sugerindo néo ter ocorrido um aumento
na producdo de ‘O, pelo eritrocito. Assim, é possivel que o dano oxidativo tenha
sido causado por EROs exoOgenas. Os eritrécitos sdo suscetiveis as EROs
produzidas por outras células vizinhas, particularmente as células do musculo
esquelético em atividade. Esta bem definido que o exercicio fisico aumenta a
producdo EROs no musculo esquelético devido (13); 1) ao aumento do fluxo de
oxigénio através da cadeia de transporte de elétrons da mitocdndria; e 2) a ativacado
da NADPH oxidase localizada no reticulo sarcoplasmatico, tibulos transversos e no
sarcolema. Além disso, a reducdo da atividade da SOD eritrocitaria induzida pelo
exercicio maximo pode ter contribuido parcialmente para um dano oxidativo as
estruturas lipidicas nessa intensidade. Esses resultados podem resultar em uma
diminuicdo da capacidade de deformacdo do eritrocito secundaria ao exercicio
agudo intenso (70), assim como a oxidacao lipidica pode provocar alteragdes que
desestabilizem a bicamada lipidica e o citoesqueleto da membrana dos eritrécitos.
Os AGP presentes na membrana plasmatica sdo mais suscetiveis a oxidacao devido
a presenca de duplas ligagcbes entre os atomos de carbono (71).

Uma das consequéncias da reducdo da deformacdo mecénica é uma menor
liberacdo de ATP pelo préprio eritrocito e a consequente diminuicdo na sintese de
NO pelo endotélio.

Aléem disso, foi demonstrado que os eritrOcitos possuem um grande
conteudo de ATP (72), que, quando liberado, estimula o influxo de L-arginina,
resultando assim a sintese de NO pelas células endoteliais (73) e consequente

relaxamento do musculo liso vascular (74). Os eritrocitos ndo sao capazes de liberar
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ATP espontaneamente, mas mediante deformacdo mecénica (72). Tais hipoteses
vao de encontro aos achados de Wan et al, que demonstraram uma retracdo da
rede de espectrina-actina no citoesqueleto do eritrécito levando a uma liberacao de
ATP, demonstrando um mecanismo sensivel a estimulos mecanicos (75). Portanto,
a deformacao dos eritrocitos demonstra um mecanismo de suma importancia para
sua passagem através da microcirculacdo, como também para o controle do calibre
vascular.

Ambas as alteracfes estruturais ou funcionais na membrana eritrocitaria
podem comprometer a sobrevivéncia da célula, uma vez que os eritrocitos possuem
um mecanismo de reparo muito precéario. Dessa forma, qualquer estresse imposto,
sejam quimico ou fisico, podem levar a hemdlise, acelerar o processo de
senescéncia ou uma remocao prematura da circulacéo (76).

O teste maximo, mas ndo submaximo, de exercicio resultou em um aumento
na contagem de eritrocitos, no conteido de hemoglobina e hematdcrito. A
explicacdo mais esperada para tais alteracfes seria uma hemoconcentracao
secundaria a desidratacdo. Entretanto, a sessao de exercicio durou cerca de dez
minutos e a reducédo de massa corporal, um indicador de desidratacao e reducéo do
volume plasmaético, foi de apenas 0,5%; enquanto o teste de exercicio subméaximo
com duracéo de 30 minutos resultou em uma reducdo de 1% na massa corporal e a
um aumento nao significativo de apenas 2% nos valores do eritrograma. Além disso,
nenhuma modificacdo foi observada na osmolaridade e nem nos niveis de sodio
séricos, que sdo indicadores do estado de hidratacdo. Assim, esses valores nao
parecem ser secundarios a uma hemoconcentracéo por perda de agua induzida pelo
exercicio fisico. Ndo podemos, contudo, descartar a hipétese de ter havido troca de
fluidos entre os compartimentos corporais, mas a causa mais provavel de aumento
na contagem de eritrécitos ap0s 0 exercicio maximo é o aumento na sintese e
liberacdo de eritropoietina pelos rins. Possivelmente, o exercicio provoca uma
reducdo transiente no fluxo sanguineo renal, talvez por uma maior atividade
simpética e concentracdo de catecolaminas, de modo dependente da intensidade.

A principal limitagdo apresentada pelo estudo foi a auséncia de coleta
sanguinea na situacdo de repouso anterior ao teste submaximo. Para minimizar
possiveis efeitos da dieta e de efeitos subagudos do exercicio, 0s sujeitos foram

orientados a manter o0 mesmo padrdo dietético, a ndo ingerir nenhum tipo de



48

suplemento a base de aminoacidos ou antioxidantes ou medicamentos, e a nao
realizar qualquer tipo de atividade fisica nas 48 h anteriores as visitas.

Outra hipotese testada neste estudo foi que a reducdo da fluidez da
membrana eritrocitaria ap0s o teste de exercicio maximo (77), pode ser em
consequéncia a uma diminuicdo da biodisponibilidade de NO. Com os dados que
obtivemos, ndo é possivel suportar esta hipétese, uma vez que ndo observamos
diferenca significativa nos niveis de GMPc intraeritrocitario. A diminuicdo da
eficiéncia dos transportadores de L-arginina induzido pelo teste de exercicio
submaximo requer mais investigacbes, mas acreditamos que isso ndo levaria a
qualquer limitacdo na atividade da NOS eritrocitaria, e a producdo subsequente de
NO, assim como novamente, ndo houve diferenca significativa nos niveis de GMPc
entre 0s grupos e nao observamos nenhum aumento no dano oxidativo. Achados
divergentes foram recentemente relatados por Suhr e colaboradores (9). Os autores
demonstraram que o exercicio ocasionou um aumento da fosforilagdo do residuo
Sery;177 da eNOS por meio de ativacdo da Akt quinase, e também o aumento da
producdo de NO avaliada por fluorescéncia com DAB, assim como 0s niveis de
GMPc (9). As conclusdes divergentes podem ser devido a maior duragéo (60 VS 30
minutos) e menor intensidade (70% da velocidade com 4 mmol/L de lactato
sanguineo atingido vs. 70% do VOg,c, que estava acima do primeiro limiar
ventilatorio em nosso estudo) do protocolo de exercicio em seu estudo. De fato, a
intensidade de exercicio parece ser uma variavel importante associada com
alteracdes tanto na sintese de NO quanto no estresse oxidativo. Um estudo anterior
do mesmo grupo demonstrou que 0 exercicio intenso esteve associado com uma
reducdo da fosforilacdo do residuo Serji77 ha eNOS, o que sugere um decréscimo
na producdo de NO (10). Este estudo, entretanto, apresenta grandes limitacdes,
principalmente devido a falta de controle das variaveis independentes, uma vez que

0 estudo foi conduzido durante um treinamento de campo de hockey.
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CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados que obtivemos demonstram que as alteracdes
eritrocitarias induzidas pelo exercicio maximo levaram a um quadro de estresse
oxidativo. Uma vez que os eritrocitos sdo desprovidos de mecanismos de reparo
celular, tais alteracbes podem induzir uma aceleracdo da senescéncia e
consequente retirada dessas células da circulagcdo. Por outro lado, o teste
submaximo ndo levou a alteragcbes hemodinamicas e ainda conferiu uma protecao
ao dano oxidativo, uma vez que aumentou a atividade e expressao de importantes
enzimas antioxidantes e reduziu a oxidacdo de proteinas eritrocitarias. Além do
mais, em uma intensidade recomendada para promocdo da saude por entidades
importantes como American College of Sports Medicine (78) e European Society of
Cardiology (79), o exercicio se mostrou protetor, aumentando tanto a atividade como

a expressao de importantes enzimas antioxidantes e reduzindo o dano oxidativo.
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quiser, podera pedir informagfes adicionais sobre a pesquisa diretamente a
pesquisadora ou ao Comité de Etica em Pesquisa.

Protocolo experimental. Os procedimentos que realizaremos irdo ocorrer em dois
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Informacdes adicionais

1. Para o teste mencionado, vocé nao deverd realizar qualquer exercicio fisico nas
24 h anteriores ao mesmo, estando liberado em seguida para suas atividades
rotineiras.
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Telefone: (21) 2868-8253; Fax: (21) 2264-0853
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