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RESUMO

A mitocondria ¢ uma organela que desempenha importante fungdo no metabolismo
energético. Sabe-se que tanto o oOxido nitrico quanto o exercicio fisico isolados
promovem biogénese mitocondrial, aumentando seus principais indutores de biogénese,
dentre esses, o coativador la do receptor gama ativado pelo peroxisoma
proliferador (PGC-1a) e o fator de transcricdo mitocondrial A (mtTFA). No entanto,
nenhum trabalho avaliou a associagdo entre L-arginina e exercicio fisico sobre os
biomarcadores mitocondriais. Assim, os objetivos desse trabalho foram avaliar a
tolerancia ao esforco, o estado redox e os biomarcadores mitocondriais em ratos
treinados e suplementados com L-arginina. Métodos: Ratos Wistar foram divididos em
quatro grupos: sedentarios sem e com L-arginina (SD; SDLA) e grupos treinados: sem e
com suplementacdo (TR; TRLA). Treinamento fisico aerodbio foi realizado em sessdes
de 60 min, 5 dias na semana, por 8 semanas. A L-arginina foi administrada por via oral
através de gavage (62,5 mg/ml/dia/rato). Teste de esforco fisico com velocidade
incremental até a exaustdo foi realizado na oitava semana de treinamento fisico. O
musculo gastrocnémio foi isolado e as expressdes proteicas do fator de transcri¢do
mitocondrial A (mtTFA); ATP sintase subunidade c; citocromo c oxidase (COXIV);
proteina quinase ativada pelo AMP (AMPK); as enzimas antioxidantes superdxido
dismutase subtipos: Cu/Zn-SOD e Mn-SOD e a o6xido nitrico sintase neuronal e
endotelial (nNOS e eNOS) foram medidas no citoplasma e no extrato enriquecido de
mitocondrias por Western Blott. Também foram realizadas analises plasmaticas de
glicemia, perfil lipidico, além de nitrito e nitrato (NOx) e MDA plasmaticos e
citoplasmaticos. Resultados: O treinamento fisico aerobio associado ou ndo a L-arginina
promoveu reducdo na glicemia (aproximadamente 8%) e triglicérides
(aproximadamente 39%) plasmaticos. Enquanto que a suplementa¢do com L-arg. levou
a reducdo do colesterol total (aproximadamente 15%) em comparagdo ao grupo SD e
TR. Houve aumento significante na tolerancia ao esforco fisico no ultimo teste nos
animais treinados (TR: 175% e TRLA: 229%) em relacdo aos grupos sedentérios, sendo
que o grupo TRLA apresentou maior tolerancia ao esfor¢o também em comparagdo ao
grupo TR (20%). O treinamento fisico associado ou ndo a suplementagdo promoveu
aumento significativo na expressdao da COXIV (TR: 70% e TRLA: 100%) e Cu/Zn-
SOD (TR: 80% e TRLA: 100%). Contudo apenas a associacdo exercicio fisico e
suplementagdo de L-arginina promoveu aumento significativo nas expressoes proteicas
de mtTFA (50%) e ATP sintase ¢ (170%) quando comparados ao grupo SD no extrato
de mitocondrias. A expressdao da AMPK citoplasmatica foi aumentada nos grupos que
receberam a suplementagdo (SDLA: 60% e TRLA: 100%) em comparacdo aos grupos
nao suplementados. O grupo TRLA apresentou expressao proteica aumentada da PGC-
la (aproximadamente 70%) Mn-SOD em comparagdo a todos os outros grupos
estudados (aproximadamente 60%). Os grupos SDLA, TR e TRLA obtiveram redugdo
do MDA citoplasmatico (30%) em comparacdo ao grupo SD. As expressoes de eNOS,
nNOS e a concentracdo de MDA plasmatico ndo se mostraram diferentes entre os
grupos. A concentragdo de nitrito e nitrato muscular foi maior no grupo TRLA
(aproximadamente 120%) comparado a todos os grupos estudados. Enquanto que nao
houve diferenca significativa no NOx- plasmatico. Conclusdo: A associagdo
treinamento fisico e suplementagdo com L-arginina promoveu maior tolerancia ao
esforco fisico que foi positivamente associada ao aumento das expressdes proteicas de
PGC-1a0, AMPK, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, mtTFA, COXIV e ATP sintase ¢, também a



producdo de NO assim como redugdo da peroxida¢ao lipidica em musculo gastrocnémio
de ratos. Esses achados podem propiciar novas estratégias na preven¢ao de doencas
cardiometabdlicas, pois a associacdo promove maior resisténcia ao exercicio fisico.

Palavras chave: L-arginina; exercicio fisico; biogénese mitocondrial; enzimas
antioxidantes



ABSTRACT

The mitochondrion is an organelle which plays an important role in energy metabolism.
It is known that both nitric oxide and exercise alone promote mitochondrial biogenesis,
increasing its key transcription cofactors, among these, the peroxisome proliferator-
activated receptor- coactivator (PGC)-1 (PGC-la) and mitochondrial transcription
factor A (mtTFA). However no study has evaluated the association L-arginine and
exercise on mitochondrial biomarkers. The objectives of this study were to assess
exercise tolerance, the redox state and mitochondrial biomarkers in trained rats
supplemented with L-arginine. Methods: Wistar rats were divided into four groups:
sedentary without and with L-arginine (SD; SDLA) and trained groups: with and
without supplementation (TR; TRLA). Aerobic exercise was conducted in sessions of
60 min. 5 days a week for 8 weeks. L-arginine was administered orally by gavage (62.5
mg / ml / day / rat). Test of exercise tolerance with incremental speed until exhaustion
was performed in the 8th week of physical training. The gastrocnemius muscle was
isolated and protein expressions of mtTFA, ATP synthase subunit ¢, cytocrome c
oxidase (COXIV), AMP-activated protein kinase (AMPK), the superoxide dismutase
subtypes: Cu/Zn-SOD and Mn-SOD and neuronal nitric oxide synthase and endothelial
(eNOS and nNOS) were measured in the cytoplasm and extract enriched in
mitochondria by Western Blott. Fasting glucose, lipid profile, nitrite and nitrate (NOXx)
and MDA were also analyzed. Results: Physical training with or without L-arginine
caused a reduction in blood glucose levels (approximately 8%) and plasma triglycerides
(approximately 39%). While supplemented with L-arg. led to a reduction in total
cholesterol (15%) compared to the SD and TR group. A significant increase in exercise
tolerance in the last test in the trained animals (TR: 175% e TRLA: 229%) compared
with sedentary groups. While the TRLA group presented enhanced exercise tolerance in
comparison to the TR group (20%) yet. The physical training associated or not to the L-
arg supplementation increased the COXIV (TR: 70% and TRLA: 100%) and Cu/Zn-
SOD (TR: 80% and TRLA: 100%) expression. However, only the association exercise
and supplementation of L-arginine caused a significant increase in protein expressions
of mtTFA (50%), ATP synthase ¢ (170%) when compared with SD in the extract of
mitochondria. The AMPK expression was increased in groups which received L-arg
supplementation (SDLA: 60% and TRLA: 100%) compared with non-supplemented
groups. The TRLA group showed increased protein expression of Mn-SOD compared
to all other groups (approximately 60%). The nNOS, cytoplasmic eNOS and plasma
NOx™ and MDA were not different between groups. The production of nitrite and nitrate
was higher in muscle TRLA (approximately 120%) compared to all studied groups.
Conclusion: The physical training and supplementation with L-arginine promoted
greater exercise tolerance that was positively associated with increased protein
expression of AMPK, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, mtTFA, COXIV and the ATP synthase c,
also the NO production and less lipid peroxidation in gastrocnemius muscle of rats.
These findings may provide new strategies for the prevention of cardiometabolic
diseases, since this association promotes greater resistance to physical exercise.



Key words: L-arginine; physical exercise; mitochondrial biogenesis; antioxidant

enzymes
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1. INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado relagdo positiva entre sedentarismo e
a presenca de fatores de risco para doengas cardiometabdlicas como a obesidade,
resisténcia a insulina, diabetes, dislipidemias e hipertensdo arterial, bem como
mortalidade prematura (BLAIR et. al., 1996; LAKKA et al., 2003; RENNIE et al.,
2003).

O musculo esquelético ¢ capaz de adaptar-se em resposta a estimulos
fisiologicos e patoldgicos, sendo que a mitocondria possui funcdo central nessa
caracteristica desse tecido (LJUBICIC et al., 2010). A mitocondria ¢ uma das organelas
mais intensamente estudadas na célula (VINA et al., 2009), sua fungdo energética foi
essencial para o surgimento das células eucaridticas, bem como o desenvolvimento de
organismos complexos (NISOLI; CARRUBA, 2006). Sendo assim, no musculo
esquelético, a regulacdo da biogénese mitocondrial, que se da a partir de seus principais
fatores de transcrigdo, como a PGC-1a ¢ a mtTFA ¢ particularmente importante visto
que as mitocondrias possuem fungdes essenciais em seu metabolismo (SCHRAUWEN;
HESSELINK, 2004). Além disso, a disfungdo mitocondrial pode provocar diversas
desordens que envolvem a producdo de energia, como aquelas observadas em doengas

cardiometabolicas. (JOSEPH et al., 2012).

Reagodes de oxido-reducio (redox) ocorrem em todo o nosso organismo gerando
moléculas oxidantes ou antioxidantes. Parte do oxigénio consumido pelas mitocondrias
sera convertido em espécies reativas de oxigénio, que podem participar de importantes
vias de sinalizagdao, porém, quando em grandes concentracdes, podem ser deletérias.
Assim, o desequilibrio do sistema redox leva ao estresse oxidativo (FERREIRA et al.,

2011).

A pratica regular de exercicios fisicos tem sido mostrada como benéfica em
muitos parametros relacionados a saude. Estes beneficios incluem melhora na fungao
cardiovascular, melhora na defesa antioxidante, do perfil lipidico, manuten¢do da
glicemia e do sistema redox (ZANESCO; ANTUNES, 2007). Observa-se também que o
exercicio fisico promove aumento da capacidade de trabalho muscular pelo aumento na
captacdo de oxigénio e sua utilizagdo pelas mitocondrias do musculo esquelético, além

de redugdo do peso corporal, resultados estes relacionados as melhorias no fluxo
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sanguineo bem como de uma maior quantidade de mitocondrias dentro da fibra

muscular (HOOD, 2009).

Desde Hipdcrates, os alimentos sdo considerados importantes na prevengao e/ou
tratamento de doencas (“Let food be thy medicine and medicine be thy food”). No
entanto, a farmaconutri¢do ¢ um campo novo dentro da area de saude, considerando os
compostos chamados farmacoldgicos que possuem seus principios ativos derivados de
fontes alimentares. Assim, a fronteira entre o que ¢ medicamento € o que € nutriente
ainda ndo esta bem definida, e nesse contexto a farmaconutri¢ao tem merecido cada vez
mais destaque na area de saude, bem como nas ciéncias basicas na tentativa de entender
os mecanismos pelos quais a administracdo de suplementos/nutrientes pode prevenir ou
tratar determinadas patologias, associados ou ndo a outras abordagens terapéuticas.
Dentre essas estratégias, alguns estudos mostram as possiveis utilizagdes da L-arginina
- aminoécido precursor da molécula sinalizadora 6xido nitrico (NO) - em associagdo ao
exercicio fisico aerdbico como fatores na prevengdo de doengas cardiometabdlicas

(ZANESCO; PUGA, 2013).

Considerando que o 6xido nitrico desempenha importante papel na biogénese
mitocondrial e que o exercicio fisico € um importante estimulo para a sua producao,
nosso trabalho investigou os efeitos da associacdo da suplementacdo de L-arginina,
aminodcido precursor para a sintese de 6xido nitrico, com o treinamento fisico aerdbio
na capacidade fisica (tempo para atingir a exaustdo) e nos marcadores da biogénese

mitocondrial e de estado redox de ratos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A mitocondria — caracteristicas gerais

As mitocondrias sdo organelas citoplasmaticas presentes em quase todas as
células eucarioticas (FEENEY; MALLON, 2010). Sao formadas por duas membranas
altamente especializadas, uma interna e outra externa. Possuem também o espaco inter-
membranas € o espaco interno da matriz, onde se situa 0 DNA mitocondrial e variadas

enzimas (LANOE; SCHOOLWERTH, 1979).

Acredita-se que as mitocondrias tenham surgido nas células eucarioticas através
de um processo denominado simbiose (gera¢do de um novo organismo através de uma
associacdo simbidtica estavel) a partir do contato de uma célula hospedeira e células
procaritticas (OLIVEIRA; MENCK, 2001). A partir dessa associa¢do, houve a soma da
glicolise anaerdbia e do metabolismo aerdbio na producdo de energia, tornando essa
capacidade de geracdo de energia celular mais eficiente. A partir da década de 40, a
mitocondria foi reconhecida como a principal regido celular responsavel pelo
metabolismo energético, sendo que a partir da década de 50 foram sendo desvendadas e
aprofundadas as etapas do metabolismo energético por importantes pesquisadores como
Krebs e Lehninger (SOUZA, 2005). A figura 1 mostra mitocondrias de musculo

esquelético de camundongo fémea, através de microscopia eletronica.

Figura 1. A mitocondria. Imagem de mitocondrias da regido subsarcolemal de musculo esquelético
através de microscopia eletronica. As setas representam areas de contato entre membranas externas de
mitocondrias. Adaptado de Picard e colaboradores (2013).
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As mitocOndrias estdo em constante alteracdo dentro das células.
Interessantemente, o formato e quantidade das mitocondrias variam conforme o tecido
em que se encontram. Essas variagdes sdo desencadeadas por uma série de estimulos,
dentre os quais o exercicio fisico (ALBERTS et al., 2004; NISOLI et al., 2008; VINA et
al., 2009).

A membrana externa da mitocondria apresenta enzimas que convertem
substratos lipidicos para serem metabolizados na matriz, enquanto que a membrana
interna apresenta cristas que amplificam a superficie total da organela (KISTLER;
WEBER, 1975). E na membrana interna que os gradientes eletroquimicos de H' se
dirigem a ATP sintase para a fosforilagdo oxidativa. Na membrana interna sao contidas
proteinas com importantes fungdes de conduzirem as oxidacdes na cadeia respiratoria,
como a citocromo ¢ oxidase (cuja funcao ¢ transferir elétrons para o oxigénio molecular,
formando 2 moléculas de dgua) e proteinas do complexo F, da ATP sintase (que irdo
funcionar como um “portdo” de protons para a producdo de energia na matriz), além de
proteinas transportadoras especificas que regulam a passagem de metabolitos por essa

membrana (STOCK et al. 1999; ALBERTS et al., 2004).

Entre as membranas interna e externa ha o espago intermembranas, onde ha

importantes proteinas relacionadas a morte celular por apoptose (SIMON et al., 2000).

Na matriz mitocondrial estdo presentes varias enzimas necessarias a expressao
de genes mitocondriais além do proprio DNA gendmico mitocondrial (mtDNA) e
ribossomos mitocondriais especiais (ALBERTS et al., 2004; SHADEL, 2008). Os
principais eventos metabolicos como o ciclo do 4cido citrico (ciclo de Krebs), oxidagao
dos acidos graxos e sintese de trifosfato de adenosina, o ATP, pela fosforilacdo
oxidativa ocorre na matriz da mitocondria (BALABAN, 1990; RODRIGUES, 2005). A
figura 2 mostra a anatomia bioquimica de uma mitocondria, sua estrutura e os principais

componentes de cada estrutura.
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Figura 2. Anatomia bioquimica de uma mitocondria. As cristas mitocondriais proporcionam um
expressivo aumento de superficie. O reservatorio mitocondrial das coenzimas e intermedidrios esta
funcionalmente separado do reservatorio citoplasmatico. Em uma mitocondria de misculo esquelético
pode haver mais de 30.000 conjuntos de sistemas de transferéncia de elétrons e moléculas de ATP sintase
distribuidas sobre toda a superficie de membrana (LEHNINGER et al., 2007).

Estd bem estabelecido que a principal fungdo da mitocondria é a producao de
ATP, a partir de substratos energéticos como glicose, acidos graxos e aminoacidos.

Além disso, a mitocondria atua na producdo de calor e tem sido objeto de recentes
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pesquisas na area de metabolismo do tecido adiposo marrom (BROOKS et al., 1980;

SOUZA, 2005; BOSTROM et al., 2012).

2.2 Mitocondria e metabolismo energético — produciao de ATP (trifosfato de

adenosina)

O metabolismo envolve reagdes anabolicas (consumo de ATP para a formagao
de moléculas mais complexas) e catabdlicas (producdo de ATP pela quebra de
macromoléculas) (CURI, PROCOPIO, 2009). Parte da energia gerada pela degradacio
de substratos (catabolismo) ¢ utilizada para a produgdao de ATP, molécula de alta
energia necessaria para diferentes fungdes celulares tais como contracdo muscular,
funcionamento das bombas idnicas, processos secretorios de hormodnios e citocinas,
dentre outros (GUYTON; HALL, 1997). Os principais substratos energéticos que levam
a producdo de ATP nas células sdo glicose, aminoacidos e 4acidos graxos. Esses
substratos sdo fornecidos pela dieta e disponiveis para a producdo de energia no
organismo a partir de processos de glicogenolise, protedlise e lipdlise (WEGENER et

al., 1996).

O processo de producdo de ATP pelas mitocondrias ¢ também denominado
“respiracao celular”. A respiracao celular ocorre em trés etapas: (1) a formagdao de
acetil-CoA a partir do piruvato, acidos graxos e alguns aminoacidos; (2) a degradagdo
dos residuos do acetil pelo ciclo do 4cido citrico com a liberagdo de CO, e de coenzimas
reduzidas (NADH e FADH,); e (3) a transferéncia de elétrons para o oxigénio
molecular no complexo IV da cadeia de transporte de elétrons, acoplada a fosforilagao
do ADP em ATP pela enzima ATP sintase (complexo V e/ou complexo F,F)),
(ROGGE, 2009). A figura 3 ilustra essas etapas.
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Figura 3. Producio de energia celular. Energia é formada dentro das células através do processamento
de substratos vindos da alimentagdo através do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e/ou através da [-
oxidagdo de acidos graxos. A formagdo de trifosfato de adenosina (ATP) ¢é dirigida por uma série de
reacdes enzimaticas que liberam elétrons de fontes de carboidratos, gorduras e proteinas e doam estes
elétrons para a formacdo de ligagdoes de fosfato de alta energia para ATP utilizavel. A B-oxidagdo de
acidos graxos envolve uma série de quatro etapas, semelhantes as do ciclo TCA, que sdo repetidas até que
todos os carbonos do canal de 4cidos graxos Acil-CoA sejam convertidos para Acetil-CoA. O
direcionamento de um substrato energético para a produgdo de ATP ou sintese de gorduras ¢ dependente
do Malonil-CoA. Se o citrato aumenta no citosol, mais malonil-CoA ¢ formado e os acidos graxos sdo
sintetizados para armazenamento. Adaptado de (ROGGE, 2009).

O fluxo de elétrons através da cadeia de transporte de elétrons (complexos I a
IV) leva ao bombeamento de protons através da membrana mitocondrial interna,
tornando a matriz mitocondrial alcalina em relacdo ao espago intermembranal. Esse
gradiente de prétons fornece a energia (forca proton motriz) para a sintese de ATP, a
partir do ADP e Pi pela enzima ATP sintase da membrana interna (BIANCO, 2000;
FENIOUK; JUNGE, 2005). A ATP sintase ¢ uma proteina que contém 2 complexos, F,
e F, (Figura 3), sendo F; uma proteina periférica de membrana e F, uma proteina
integral de membrana (VON BALMOOS et al., 2009). O complexo F, funciona como
um poro de protons que ‘“vazam” tdo rapidamente quanto sdo bombeados pela

transferéncia de elétrons. O componente F, ¢ composto por trés subunidades a, b e c em
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uma propor¢ao ab,cjo.;2 (LEHNINGER et al., 2007). A subunidade ¢ ¢ um polipeptideo
pequeno constituido por duas hélices transmembrana que possui a fungdo de “rotor”
para a passagem dos prétons e para a mudanca de conformagdo de F; para que haja a
fosforilagdo oxidativa (CHINOPOULOS; SZABADIKAI, 2013). Sem a presenga do
complexo F, o complexo F; ndo conseguird sintetizar ATP a partir de ADP+Pi

(LEHNINGER et al., 2007).

[ mitocnondriat inner memairane |

Figura 4. Complexo ATP sintase. (a) mostra os complexos FF, da proteina ATP sintase e (b) detalha o
complexo F, e a subunidade ¢ da ATP sintase, rotor necessario para a entrada dos protons do espago
intermembranal para a matriz, fornecendo a energia necessaria para a formagdo de ATP a partir de ADP +
Pi (OLGUN et al., 2007; VARCO-MERTH et al., 2008).

2.3 Mitocondria, espécies reativas de oxigénio e defesa antioxidante

Reacdes de oxido-reducdo (redox) ocorrem em todo o nosso organismo gerando
diferentes moléculas, que podem ter acdes oxidantes ou antioxidantes, onde oxidagao
implica em perda de elétron e a reducdo, em ganho. Por outro lado, o desequilibrio do
sistema redox leva ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e

estresse oxidativo (FERREIRA et al., 2011; SANTOS et al., 2009).



25

De acordo com Halliwell (1999), aproximadamente 80 a 90% do oxigénio que
respiramos ¢ utilizado no metabolismo aerobio pelas mitocondrias, na cadeia de
transporte de elétrons. No complexo IV da cadeia de transporte de elétrons héa a
remogao de um elétron de cada uma das moléculas reduzidas de citocromo ¢ (oxidando-
as) e os quatro elétrons sao adicionados ao O, para formar agua. Isso ocorrera com 95 a

98% do oxigénio utilizado na mitocondria, conforme mostrado na equagao 1.
Equagdo 1: 10, + 4e” + 4H" > 2H,0 + energia

Aproximadamente 2 a 5% do oxigénio ¢ reduzido univalentemente a anion

superoxido (equagdo 2), o qual € uma importante espécie reativa de oxigénio.
Equagdo 2: 20, +e" > Oy

O anion superoxido ¢ um radical livre que pode por si s6 levar a reacdes que irdo
causar destruicdo celular, através da peroxidagdo lipidica de suas membranas celulares
(BARREIROS; DAVID, 2006) Além disso, o anion superdxido ¢ altamente reativo ao
oxido nitrico (NO), molécula sinalizadora com importantes fun¢des no metabolismo. A
reacdo do O, com o NO resulta na formagdo de peroxinitrito (ONOQ"), espécie reativa
de oxigénio potencialmente reativa e lesiva as células (GREEN et al.,, 2004;
LAURINDO, 2008). Ou seja, a formacdo excessiva de O, além de diretamente
prejudicial as células, reduz a biodisponibilidade do NO, o que pode resultar em
processos tromboembolicos, disfuncdo endotelial, desordens metabdlicas, dentre outros

(STOCKER; KEANEY, 2004; YUNG et al., 2006).

Por outro lado, temos um eficiente sistema antioxidante, que inclui enzimas
como a superoxido dismutase (SOD), que possui a funcdo de dismutar o anion
superoxido em perdxido de hidrogénio e 4dgua (LAURINDO, 2008). As SODs sdo
encontradas no citoplasma (Cu/Zn-SOD), nas mitocondrias (Mn-SOD), sendo esta a
primeira enzima antioxidante a reagir com o anion superoxido formado na cadeia de
transporte de elétrons, sendo sua expressdo imprescindivel para a fungdo mitocondrial e
finalmente, a SOD extracelular (ecSOD), (GREENWALD, 1990; HINK; FUKALI,
2002). Nosso organismo possui também outras importantes enzimas antioxidantes como

a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT).
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Sabe-se que em algumas condigdes patologicas como na obesidade, diabetes,
dentre outras, hd uma producdo elevada de EROs, e o sistema antioxidante ndo
consegue combater, gerando o fendmeno denominado estresse oxidativo (ANTUNES
NETO; PAULA, 2011; FERREIRA et al., 2011). O estresse oxidativo pode resultar em
danos oxidativos nas membranas celulares e DNA de diversas células e organelas, como
nas mitocondrias, levando a diminuig¢@o de sua capacidade de trabalho e & exacerbagao
de processos patoldgicos. Assim, a geracdo excessiva de EROs resulta em dano celular
que pode levar a uma reducao na produg¢ao mitocondrial de ATP (REN et al. 2010).
Estudos mostram que o estresse oxidativo além de causar danos ao DNA mitocondrial e
reducdo da capacidade antioxidante, resulta em prejudicada biogénese mitocondrial nos
musculos esquelético e cardiaco (KIM et al., 2008). Portanto, o estresse oxidativo pode
ser uma das causas de mudancas negativas na biogénese mitocondrial e considerando a
importancia de moléculas sinalizadoras como o Oxido nitrico na regulagdo do
metabolismo e biogénese mitocondrial, um sistema antioxidante eficiente ¢ importante
para prevenir danos mitocondriais e para aumentar a biodisponibilidade do NO

(KELLEY et al., 2002).

2.4 A Biogénese Mitocondrial

O controle celular sobre as mudangas adaptativas na quantidade de mitocondrias
requer a capacidade de detectar a necessidade de producdo adicional de energia
mitocondrial, seguida pelo desencadeamento de vias de sinalizagdo que resultardo em
um aumento da expressao de genes para a formag¢do de novas mitocondrias na célula
(CLEMENTI; NISOLIL 2005). O processo de biogénese mitocondrial refere-se nao
apenas a formacdo de novas mitocOndrias, mas também ao processo de aumento da
organela e da expressio de enzimas relacionadas a sua fungdo. E um processo
complexo, uma vez que a mitocondria ¢ derivada de genomas nucleares € mitocondriais
(HOOD, 2009). Diferentes estimulos, como a ativagdo simpatica, o exercicio fisico, a
queda da temperatura corporal, as espécies reativas de oxigénio, dentre outros, podem
ativar a biogénese mitocondrial (NISOLI et. al., 2003; NISOLI et al., 2008; HOOD,
2009; KOWALTOWSKI et. al., 2009). Como apresentado na figura 5, a biogénese

mitocondrial ocorre através da ativacdo do coativador la do receptor gama ativado
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pelo proliferador de peroxisoma, o PGC-la — (Peroxisome proliferator-activated
receptor- coactivator (PGC)-1 ). O PGC-la ¢ uma proteina reguladora de uma
variedade de processos metabdlicos, incluindo a formacdo de novas mitocondrias nos
musculos esqueléticos e no coragdo, bem como no controle da B-oxida¢ao mitocondrial
(LIN et. al., 2005, SILVEIRA et. al., 2006), ¢ também controla a resposta celular ao
estresse oxidativo (ST-PIERRE et. al., 2006). Na biogénese mitocondrial, a PGC-1a
interage com fatores respiratdrios nucleares (NRF-1 e NRF-2), os quais sdo conhecidos
reguladores do processo de transcrigdo e replicagdo mitocondrial. Com maior
importancia, o NRF-1 que ativa, entre outras enzimas, o fator de transcri¢do
mitocondrial A (mtTFA ou TFAM), que ¢ um potente estimulador da duplicacdo do
DNA mitocondrial (VINA, 2009). O trabalho de Choi e colaboradores (2001) mostra
que os niveis de mtTFA s3o proporcionais ao do mtDNA. Estudos com células HeLa
mostram que redugdo na expressao da mtTFA esta associada a diminui¢ao da replicagao
do DNA mitocondrial. Portanto, o aumento na expressdo da mtTFA preveniria
desordens relacionadas a reducdo da expressdo proteica desse fator, além de resultar em

aumento na biogénese mitocondrial (MEDEIROS, 2008).

Todas as proteinas que regulam a transcri¢ao e replicacdo do DNA mitocondrial
sdo codificadoras nucleares e requerem entrada na organela. Provavelmente a mais
importante dessas proteinas a serem transportadas ¢ a mtTFA. A entrada das proteinas
para a mitocondria € um processo complexo que envolve transportadores de proteinas
que ficam em compartimentos submitocondriais, principalmente as Translocases de
Membrana Externa, (ou complexo TOM), e as Translocases de Membrana Interna (ou
complexo TIM). Na matriz mitocondrial, a mtTFA leva a um aumento no niimero de
copias do DNA presente na célula e a replicagio da mitocondria (HOOD, 2009; VINA,
2009). A consequéncia fisiologica de um aumento na biogé€nese mitocondrial seria um

aumento na tolerancia ao exercicio fisico e resisténcia a fadiga (HOOD et al., 2006).
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Figura 5. Representacdo esquematica da biogénese mitocondrial. Adaptado de Viia e colaboradores
(2009).

2.5 Exercicio Fisico e Biogénese Mitocondrial

O exercicio fisico realizado cronicamente desempenha importante papel no
metabolismo energético, promovendo uma série de eventos fisioldgicos e bioquimicos
que levam a biogénese mitocondrial em todos os tipos de fibras musculares
(HOLLOSZY, 1967; LIUBICIC et al., 2010). Esses efeitos resultam em melhora na
resisténcia a fadiga e controle do peso corporal, o que esta fortemente relacionado a um
aumento na atividade enzimatica mitocondrial e produ¢do de ATP. Evidéncias mostram
que a atividade contratil leva a biogénese mitocondrial por aumento nas concentragdes
de célcio citoplasmatico e formacdo do complexo célcio/calmodulina, aumento no
consumo de oxigénio e formagdo de EROs (GOMEZ-CABRERA et al. 2008), ativagdo
da 6xido nitrico sintase (NOS) e producao de NO (NISOLI et al. 2004; NISOLI et al.
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2008) e aumento da razdo AMP/ATP, e subsequente ativacdo da proteina quinase
ativada pelo AMP, a AMPK (KAVANAGH et al. 2000; HOOD, 2001; BERGERON et
al. 2001), que age como um “sensor” de energia celular e ¢ ativada por um aumento da
formagdo de AMP através do consumo de ATP. A AMPK desempenha diversas agdes
no metabolismo (KAHN et al., 2005), incluindo a ativagdo de PGC-1 a que promove a
sinalizagdo para a biogénese mitocondrial. A figura 6 mostra a ativagdo das vias da

biogénese mitocondrial pela atividade contratil muscular.
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Figura 6. Biogénese mitocondrial induzida por atividade contratil. (1) Uma tnica sessdo de atividade
contratil resulta na ativagcdo de multiplas vias de moléculas de sinalizagdo e quinases. Elevagdo no célcio
intracelular estd associada com a ativagdo subseqiiente da proteina quinase dependente de
calcio/calmodulina (CaMK). A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs/ROS) e ativagdo das
proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK) e AMP quinase (AMPK) também constituem diversas
disposicdes de vias de sinalizagdo que sdo elevadas pela atividade contratil. (2) Essas multiplas cascatas
de sinalizag@o induzem a ligag¢do de fatores de transcri¢do a regido promotora do PGC-la e obtém sua
transcri¢do. A PGC-1a auto regula sua propria transcrigdo e (3) se liga a regido promotora de seus genes
alvo como os fatores respiratorios nucleares 1 e 2 (NRF-1 e NRF-2) e estimula sua expressdo. (4) NRF-1
trans-ativa genes codificadores nucleares codificando proteinas destinadas a mitocondria como o fator de
transcrigdo mitocondrial A (mtTFA/TFAM). (5) Estas proteinas destinadas as mitocondrias sdo transcritas
no nucleo e exportadas para o citoplasma onde o mRNA transcrito podera ser estabilizado ou
desestabilizado para a ligagdo das proteinas ligadas ao RNA (RBP) para a regido nao traduzida 3'(UTR)
do mRNA. (6) Apds a tradugdo, muitas proteinas mitocondriais sdo sintetizadas como proteinas
precursoras com clivaveis pré-seqiiéncias N-terminais. Estas sdo importadas pelas maquinarias de
importacdo proteica que consistem nas translocases da membrana externa (TOM) e translocases de
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membrana interna, (TIM). Uma vez importadas, as proteinas precursoras sdo processadas para produzir a
forma madura. (7) TFAM, um fator de transcricdo do DNA mitocondrial (mtDNA), pode induzir a
expressdo de proteinas codificadas mtDNA que, juntamente com DNA nuclear transcrita proteinas, sdo
montadas para formar complexos de multisubunidades que se tornam parte da cadeia de transporte de
elétrons (ETC). Adaptado de Ljubcic e colaboradores (2010).

O exercicio fisico também tem a fung¢do de melhorar a atividade da via de
translocacdo de proteinas para a mitocondria. Estudo prévio mostrou que a expressao
das principais proteinas transportadoras (complexo TOM e complexo TIM) esta
aumentada em resposta a atividade contratil muscular (TAKAHASHI et al., 1998).
Além disso, estudos mostram que o aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNSs) provenientes do exercicio fisico, promove
ativacdo da PGC-1a e dos fatores respiratorios nucleares 1 e 2 (OLMOS et al., 2009).
De fato, estudo prévio mostrou que a contragdo de células musculares esqueléticas
promove aumento na formacdo das EROs e ERNs, com consequente aumento na
expressao de PGC-1a , que ¢ abolida na presenca de antioxidantes (SILVEIRA et. al.,
2006). Um estudo envolvendo treinamento fisico em individuos saudaveis com
suplementagdo de vitamina C mostrou que a biogénese mitocondrial foi inibida pela
suplementagdo com essa vitamina antioxidante (GOMEZ-CABRERA et. al., 2008).
Estes estudos sugerem que o exercicio fisico e a acdo de espécies reativas de oxigénio

em conjunto podem estimular a biogénese mitocondrial.

2.6 Exercicio fisico aerobio: Qutras acoes metabolicas

O exercicio fisico aerdbio ¢ também conhecido como uma forma de prevencao para
as doengas cardiometabolicas (DURSTINE; HASKELL, 1994; WAREHAM et al.,
1998; ZANESCO; PUGA, 2013), pois age diretamente em seus fatores de risco como
alteracOes da tolerancia a glicose, pressdo arterial e controle do perfil lipidico. Trabalhos
mostram que o exercicio aerdbio € capaz de promover perda de peso e/ou sua
manutencdo através do aumento do gasto energético e maior utilizagdo dos substratos
energéticos pelas mitocondrias (AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE,
2001; CIOLAC; GUIMARAES, 2004). O aumento da atividade simpéatica no exercicio
pode também aumentar a oxidagdo de acidos graxos em relacdo ao uso de carboidratos,

visto que as catecolaminas estimulam o aumento da lipolise (THOMPSON et al., 2012).
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O exercicio fisico ¢ conhecido por aumentar o conteido mitocondrial, melhorando a
capacidade do tecido para o consumo de oxigénio e formagdo de ATP, como ja

mencionado anteriormente.

Muitos estudos tém demonstrado relagcdo direta entre atividade fisica, menor
resisténcia a insulina e aumento do transporte de glicose no musculo esquelético
independente de insulina (HOLLOSZY, 2003). Durante o exercicio, o transporte de
glicose na célula muscular aumenta, assim como a sensibilidade da célula a agdo da
insulina. Muitos fatores determinam a maior taxa de capta¢do da glicose como, por
exemplo, maior circulagao sanguinea (débito cardiaco aumentado e liberagao de fatores
relaxantes dependentes de endotélio — como o NO), permitindo que este substrato seja
utilizado pela musculatura (IRIGOYEN et al., 2003). O transporte de glicose no
musculo esquelético ocorre principalmente por difusdo facilitada, através de proteinas
transportadoras (GLUT’s) cujos principais ativadores s@o a insulina e o exercicio fisico.
Existem evidéncias de que o exercicio fisico aumenta o transporte de glicose para o
musculo esquelético através da translocacdo da GLUT 4, e isso acontece com a presenga
ou ndo de insulina (HAYASHI et al., 1998), alguns dos mecanismos pelos quais o
exercicio fisico promove o aumento da captacdo de glicose pelo musculo ¢ através da
ativacdo da AMPK, sendo que esta estimula a translocagdo do GLUT-4 e transporte da
glicose no musculo esquelético (LI et al., 2004), o exercicio fisico também ¢ capaz de
ativar a NOS endotelial, e contribuir para o aumento da captagdo de glicose (LIRA et
al.,, 2007). O exercicio fisico apresenta tanto efeito agudo quanto cronico sobre a
sensibilidade a insulina, o que refor¢a a necessidade da pratica de atividades fisicas com
regularidade tanto em pessoas sauddveis quanto com patologias ja instaladas

(PERSGHIN et al., 1996).

Além de seus efeitos sobre a captacdo da glicose, o exercicio fisico também
promove alteragdes sobre o perfil lipidico e lipoproteinas. Estudos mostram que
individuos fisicamente ativos apresentam maiores valores de HDL colesterol e menores
valores de triglicérides, LDL e VLDL colesterol, quando comparado as pessoas
sedentarias (DURSTINE; HASKELL, 1994; CIOLAC; GUIMARAES, 2004). Essa
melhora ¢ atribuida a varios fatores, dentre eles, observamos que o exercicio fisico
aumenta a atividade da enzima lipase lipoproteica, ampliando a capacidade do musculo

esquelético de consumir 4cidos graxos (BLOMHOFF, 1992). O exercicio fisico também
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aumenta a atividade da enzima lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT),

enzima presente na lipoproteina de alta densidade (HDL) que participa do transporte

de colesterol dos tecidos extra-hepaticos para o figado. Dessa forma, a acdo da LCAT
diminui a quantidade de colesterol no sangue (FORTI; DIAMENT, 2006). Além disso,
pela ativagdo da AMPK ha a ativacdo da lipase hormoénio sensivel (LSH) que ¢
responsavel pelo aumento da hidrolise de TAG no tecido adiposo (TANSEY et al.,
2004). Através da AMPK ha também a inibi¢do de vias que ativariam a lipogénese e
diminui¢do da lipolise, no caso a inativacao da enzima acetil-CoA carboxilase (ACC),
enzima que converte o excesso de acil-CoA para malonil-CoA (uma molécula que ¢
convertida para a sintese de acidos graxos e € um inibidor alostérico da CPT-1). Como
resultado, o nivel de malonil-CoA ¢ diminuido em resposta a AMPK, aumentando a
atividade da CPT-I (carnitina palmitoil transferase I - enzima que ¢ responsavel pela
transferéncia de acidos graxos de cadeias longas para a entrada na mitocondria para -
oxidagdo) e estimulando a oxidacdo de acidos graxos no figado (WINDER; HARDIE,
1996; WELLS et al., 2005). A AMPK também inativa a glicerol-fosfato-acil transferase
(GPAT), que ¢ uma enzima que participa da producdo de TAG. A longo prazo, a
AMPK atua diminuindo a expressdo de genes lipogénicos e neoglicogénicos (ZHOU et

al., 2001).

2.7 Oxido Nitrico: A¢des metabélicas

Dentre as espécies reativas de nitrogénio, o 6xido nitrico (NO) merece importante
destaque no controle de diversas fun¢des do organismo. E um radical livre produzido a
partir da L-arginina (acido 2-amino-5-guanidino pentandico) € do oxigénio, através de
cofatores como tetrahidrobiopterina (BH4), NADPH, célcio, calmodulina, FMN e
FAD pelas vérias isoformas da NO sintase (NOS) em quase todas as células do
organismo (WU; MORRIS JR, 1998; JOBGEN et al., 2006). A sintese de NO ocorre a
partir do nitrogénio da guanidina presente na L-arginina, por meio da ativagdo da
enzima Oxido nitrico sintase (NOS), produzindo também a citrulina (ZAGO;

ZANESCO, 2006; ZANESCO; ANTUNES, 2007).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lipoprote%C3%ADna_de_alta_densidade
http://pt.wikipedia.org/wiki/Colesterol
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Figura 7. Formacio do 6xido nitrico. Esquema ilustrativo da formag@o do 6xido nitrico a partir do
metabolismo da arginina pela ativa¢do da enzima 6xido nitrico sintase. Adaptado de (ZAGO; ZANESCO,
2000).

Existem 3 isoformas de NOS: a endotelial (eNOS ou NOS3), localizada
principalmente nas células endoteliais, onde se encontra primeiramente na membrana
plasmatica e citoplasma da célula; a neuronal nNOS (ou NOSI), descoberta
inicialmente nos tecidos nervosos, ¢ localizada na mitocondria e no citoplasma celular;
e a induzivel (iNOS ou NOS2), a qual foi inicialmente encontrada por ser induzivel
sobre certas condigdes patologicas nos macrofagos e hepatocitos, € localizada no
citoplasma (ALDERTON et al., 2001). Além disso, uma isoforma de NOS
mitocondrial, provavelmente a nNOS, tem sido descrita como uma proteina constitutiva
no interior da membrana mitocondrial que gera NO em uma rea¢io Ca”>" dependente
(GHAFOURIFAR; CADENAS, 2005). O musculo esquelético expressa todas as 3
isoformas da NOS (STAMLER; MEISSNER, 2001), sendo a nNOS predominantemente
expressa em fibras do tipo II (fibras de contragdo rapida) (KOBZIK et al., 1994), mas
também ¢ razoavelmente expressa em fibras do tipo I (de contragao lenta) (GOSSRAU,
1998; TEWS et al. 1997), a eNOS ¢ predominantemente encontrada nas fibras do tipo I
(mais vascularizadas) (STAMLER; MEISSNER, 2001; KOBZIK et al. 1995) e a iNOS
¢ fracamente expressa tanto em fibras do tipo I quanto em fibras do tipo II (GATH et al.
1999). A sintese de NO nao ¢ regulada unicamente pela quantidade de NOS, mas
também pela disponibilidade de cofatores que participam desta sintese como NADPH,

BHy, célcio e L-arginina (WU; MENINGER, 2000).
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O NO é uma molécula pequena, relativamente instavel. E um radical livre que,
dependendo das suas concentracdes pode ter efeitos benéficos ou deletérios para o
organismo. O NO liga-se a guanilato ciclase soltivel (GCs) que ¢ o maior receptor para
niveis fisioldgicos de NO e esta ligagdo ativara o segundo mensageiro, o monofosfato
de guanosina ciclico (GMPc) que realiza suas funcgdes através da ativagao da proteina

quinase dependente de GMPc, a PKG (RUSSWURN; KOESLING, 2002).

Na musculatura lisa vascular, a via NO/GMPc¢/PKG reduz os niveis de calcio
intracelular, levando ao relaxamento das fibras musculares lisas. Ja no musculo
esquelético, as agdes do NO sdao complexas, pois envolvem vdrios fatores diretos e
indiretos relacionados & contracdo muscular. No entanto, sabe-se que doadores de NO e
ativadores do GMPc resultam em aumento da velocidade de contracdo muscular, sendo
assim, o NO pode ter influéncia direta na contragdo muscular no momento do exercicio
(MARECHAL; BECKER-BLEUKX, 1998). Embora o NO tenha importantes acdes
diretas na contracdo muscular, as fungdes metabolicas do NO tem sido muito estudadas
e mais esclarecidas.

Entre as fungdes metabolicas do NO em concentracdes fisioldgicas no organismo
temos: o aumento da oxidacdo de 4cidos graxos por reduzir a disponibilidade de
malonil-CoA, reducdo da sintese de triacilglicerdis por atividade de inibi¢do da GPAT
(enzima que regula a sintese de triacilglicerol), elevacdo da lipodlise basal, estimulagdo
do transporte de glicose nos musculos esqueléticos e tecido adiposo levando ao aumento
a oxidacdao de glicose, reducdo da sintese de glicogénio hepatico e da lipogénese no
tecido adiposo (JOBGEN et al.,, 2006). A figura 8 mostra as principais fungdes
metabolicas do NO.
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Figura 8. NO e metabolismo. Funcdes metabolicas onde o NO estd envolvido. Modificado de Jobgen e
colaboradores (2006).

Na mitocondria, o NO age em diversos niveis. Devido sua propriedade
vasodilatadora, ele regula o fluxo sanguineo para varios tecidos, e por isso
indiretamente aumenta a disponibilidade de substratos respiratdrios para a mitocondria.
Além disso, o NO regula diretamente a ligagdo do oxigénio e sua liberagdo pela
hemoglobina (WOLZT et. al., 1999). O NO parece influenciar diretamente o consumo
de oxigénio pela mitocondria devido sua funcao na adaptacdo a hipoxia. Em situagdes
de baixa concentracdo de oxigénio, o NO liga-se de forma reversivel a citocromo ¢
oxidase, competindo com o oxigénio, modulando a fosforilagcdo oxidativa e levando a
melhor redistribui¢do do oxigénio as células vizinhas (CLEETER et. al., 1994; HAGEN
et. al.,, 2003; MONCADA; BOLANOS, 2006). Essa modulacdo do consumo do
oxigénio ¢ muito importante no exercicio fisico prolongado, isso porque impede o
brusco consumo méximo de oxigénio (VOomsx) pelas mitocondrias, situagdo que
prejudicaria a manutencdo do exercicio a longo prazo (MAXWELL et al, 1998). O NO,
por fim, possui efeitos benéficos na formacdo de novas mitocondrias, sendo que a
biogénese mitocondrial induzida pelo NO ¢ considerada um sistema de regulacao do
metabolismo celular a longo prazo (CLEMENTI; NISOLI, 2005). Tratamento com
doadores de NO aumenta a quantidade de mitocondrias. Este processo ¢ mediado via

ativacdo do GMPc, que ativa a expressao de PGC-1a, a qual em sequéncia estimula a
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expressao de NRF-1 e mtTFA (Figura 9), aumentando assim a transcrigdo e

replicagdo do DNA mitocondrial (CLEMENTTI; NISOLI, 2005).

Estudos tém mostrado possivel interagdo do NO e AMPK na regulacao da PGC-
1 a e possivelmente no aumento da biogénese mitocondrial. Trabalho anterior promove
evidéncias para propor um feedback positivo entre a produgao de NO e a ativagdo da
AMPK, que resulta no aumento da expressao da PGC-1a, genes mitocondriais e GLUT-
4. Embora tanto a AMPK quanto as enzimas NOS podem ser reguladas por multiplos
mecanismos, como o exercicio fisico, citado anteriormente. Porém, estudo com
inibidores da NOS sugere que a inibicao da NOS impede a estimulagdo da biogénese

mitocondrial mediada por doadores de AMPK, como a AICAR (LIRA et al., 2010).
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Figura 9. NO e ativacido da biogénese mitocondrial. Diferentes estimulos, incluindo a ativagdo do
sistema nervoso simpatico, atividade fisica, restricdo caldrica e suplementacdo de aminoacidos, em
especial a L-arginina, podem induzir a producdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc) através de um
aumento nos niveis da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) nos musculos esquelético e cardiaco. Os
genes mitocondriais envolvidos na biogénese mitocondrial sdo ativados como conseqiiéncia, levando ao
aumento da biogénese mitocondrial e da producdo de ATP. Adaptado de Nisoli e colaboradores (2004).
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A suplementacdo na dieta com L-arginina, a qual aumenta as concentragdes de NO
tem sido mostrada como uma possibilidade para aumentar a expressio de NOS
endotelial e producdo de NO, levando a melhora da biogénese mitocondrial (NISOLI et.
al., 2008). O exercicio fisico ¢ também um dos estimuladores para a producao de NO,
como mostrado na figura 9. No entanto, nenhum trabalho avaliou a suplementacao de L-

arginina com o treinamento aerdbio cronico na expressao das proteinas mitocondriais.

2.8 Suplementac¢io com L-arginina

Nos tultimos 30 anos, tem havido um crescente interesse pelas propriedades
bioquimicas, farmacoldgicas e nutricionais da L-arginina, no sentido de explorar suas
possiveis fungdes na prevengao e tratamento de diversas desordens cardiometabodlicas
(LI et al., 2009).

A L-arginina ¢ um aminodcido essencial para criancas e condicionalmente
essencial para adultos, particularmente em situagdes de recuperacdo de trauma ou
doencas (VISEK, 1986; WU; MORRIS, 1998). A fonte de arginina livre ¢ a partir das
proteinas da dieta, especialmente das carnes, laticinios e frutas como as nozes,
castanhas, avelds, caju e coco. No entanto, 40% desta arginina ¢ metabolizada no
intestino antes de alcangar a circulagdo sanguinea. E importante destacar que 85% da L-
arginina presente na circula¢do se origina através do turnover das proteinas corporais.
Além disso, ha a sintese endogena (de novo) da L-arginina, a partir da citrulina
(HARRISON, 1997; MAXWELL; COOKE, 1998). A citrulina ¢ sintetizada a partir da
glutamina e da prolina nas mitocondrias dos enterocitos, liberada do intestino delgado e
captada principalmente pelos rins para a producdo de arginina. Assim, seres humanos
com rins funcionais possuem grande parte da L-arginina vinda a partir da citrulina
endogena e também exogena (WU et al., 2009).

O metabolismo da L-arginina é complexo, uma vez que dentro das células
participa de vias muitas delas ainda ndo totalmente esclarecidas (COMAN et al., 2008).
Assim, a L-arginina participa da sintese de diversas proteinas, como de uréia, creatina,
agmatina, dentre outras (MORRIS, 2004). A L-arginina parece exercer grande
influéncia em diversos sistemas do organismo, como o cardiovascular, imune,

hormonal, assim como no metabolismo. Essas diversas func¢des estdo relacionadas a
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diversos mediadores, em especial o NO, um de seus mais conhecidos produtos (WU et
al., 2009).

Atualmente, muitos trabalhos tém se atentado aos efeitos da L-arginina no
metabolismo dos substratos energéticos, isso porque ¢ cada vez mais essencial que
encontre-se alternativas farmacologicas para a prevengado e /ou tratamento de desordens
cardiometabdlicas. Assim, estudos em modelos animais tém mostrado que niveis
fisioldgicos de L-arginina estdo envolvidos na oxidagdo de glicose e de 4cidos graxos
(JOBGEN et al., 2009; WU et al., 2009). Sendo assim, importante para a manutengao
do peso corporal.

Os possiveis mecanismos relacionados a esses diversos efeitos metabdlicos da
L-arginina relacionam-se principalmente a vias dependentes do NO (BELL et al., 2001).
Contudo, sabe-se que niveis fisioldgicos de arginina levam ao aumento na produgdo de
monoxido de carbono (CO) via hemeoxigenase em diversos tipos celulares (LI et al.,
2009), sendo que tanto o NO quanto o CO ativam a guanilil ciclase. Esta por sua vez,
leva a formagdo do segundo mensageiro GMPc, ¢ assim a todas as agdes no
metabolismo dos substratos energéticos que poderiam também levar a um aumento da
resisténcia a fadiga e redug¢do do peso corporal.

Os valores de Km da NOS para a arginina sdo de 3 a 20 micromolares, o que
representa aproximadamente 10% das concentragdes intracelulares de L-arginina.
Entretanto, estudos mostram que um aumento de 0,05 a 10 micromolares das
concentragdes extracelulares de L-arginina leva a um acréscimo na producdo de NO em
células endoteliais e macrofagos ativados (WU; MEININGER, 2002). Ou seja, mesmo
quando héd concentragdes normais de L-arginina na circulagdo, ainda assim a
suplementagdo poderia levar ao aumento na produ¢do de NO. Contudo, ndo foram
encontrados estudos mostrando um efeito cronico da suplementagdo com L-arginina na

producao de NO no musculo esquelético.
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3. HIPOTESE

Considerando a importancia do exercicio fisico aerébio na prevengdo de doencas
cardiometabolicas, como a obesidade e o diabetes mellitus tipo II e também que o
exercicio fisico e o NO isoladamente tém sido mostrados como estimulos para a
biogénese mitocondrial por vias de sinalizacdo distintas (figura 10), nossa hipdtese foi
que a suplementagdo com L-arginina levaria a um aumento na produgdo de 6xido nitrico
na musculatura esquelética de animais treinados e essa associagdo resultaria em um
aumento na expressao de marcadores da biogénese mitocondrial e no estado redox de

animais saudaveis, resultando em melhoria na tolerancia ao esforco, além de reducao do

peso corporal e melhoria do perfil lipidico e glicemia.

Citoplasma

Duplicagio
do DNA
mitocondrial

T tolerancia ac esforgco

Figura 10. Hipotese do estudo. O exercicio fisico associado a suplementagdo com L-arginina resultaria
em uma ampliagdo no estimulo para a biogénese mitocondrial, através da formagdo de EROs, ativagdo da
AMPK e da CAMK pelo exercicio fisico e aumento da formacdo de NO e GMPc a partir da L-arginina.
Estes sdo estimulos para a ativagdo da PGC-la ¢ mtTFA. Essa ativa¢do levaria a um aumento da
biogénese mitocondrial com consequente aumento na expressdo da COXIV e ATP sintase ¢, bem como

da expressdo da enzima superdxido dismutase na célula muscular esquelética, resultando entdo em
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aumento na tolerancia ao esforgo fisico. As setas preenchidas compreendem vias de sinalizagdo
classicamente estudadas. As setas tracejadas compreendem as vias de sinalizacdo pertencentes a hipdtese

do estudo.

4. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da associacdo do treinamento fisico aerdbico a suplementacio
com a precursora do NO, L-arginina, sobre a biogénese mitocondrial no musculo

esquelético, perfil lipidico, tolerancia ao esforco fisico e estado redox de ratos.

4.1 Objetivos especificos
Os objetivos especificos deste estudo foram:

I. Através da técnica de Western Blott, detectar possiveis alteracdes na expressao
citoplasmatica e do extrato enriquecido de mitocondrias das proteinas responsaveis pela

funcao e biogénese mitocondrial e estado redox:
1. PGC-1q;
2.AMPK
3. mtTFA
4. subunidade ¢ da ATP sintase
5. Citocromo ¢ oxidase (COXIV)
6. NOS endotelial
7. NOS neuronal
8. Cu/Zn-SOD
9. Mn-SOD
II. Através de andlises bioquimicas, avaliar no citoplasma muscular:

1. Nitrito e nitrato
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2. MDA

III. Através de andlises bioquimicas, avaliar diferentes parametros sanguineos de

jejum como:
1. Colesterol total
2. Colesterol HDL
3. Triglicerideos sanguineos
4. Glicemia
5. Nitrito e nitrato

6. Malondialdeido (MDA)

IV. Avaliar a tolerancia ao esforco fisico através do maximo tempo de permanéncia

em teste de velocidade incremental.

V. Avaliar a evolugdo do peso corporal e do consumo alimentar, bem como a massa

da gordura epididimal.
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5. METODOLOGIA
5.1 Animais

Ratos Wistar (270-310 g, n=80) provenientes do Centro Multi-institucional de
Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - UNICAMP,
Campinas, SP), ficaram alojados no biotério do Departamento de Farmacologia da
Faculdade de ciéncias médicas (FCM) em gaiolas coletivas, com 4 animais por
gaiola. Agua e ragio foram fornecidas ad libitum (Ragdo Padrdo Labina, Purina). O

biotério dispde de ciclo claro/escuro (12/12 h).

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de ética animal (CEUA — IB

UNESP), protocolo 0715 de 22 de margo de 2012 (vide anexo 1).

5.2 Grupos Experimentais

Para este estudo, os animais foram divididos em 4 grupos:
1. Grupo sedentario (SD)
2 Grupo sedentario + L-arginina (SDLA)
3. Grupo treinado (TR)
4 Grupo treinado + L-arginina (TRLA)

5.3 Suplementacao oral com L-arginina (L-arg)

Os animais receberam diariamente, durante 8 semanas, suplementagao oral de L-
arg, que foi administrada por entubagdo orogastrica, utilizando-se seringas de 1 ml e
agulhas de gavage, onde foi administrada uma dose didria de 62,5 mg/ml/dia/rato
(YANG et al., 1998) no periodo da manha. A suplementac¢do foi administrada sempre
apos a sessdo de exercicio fisico, no sentido de evitar acdes agudas da L-arginina no
momento do treino/teste e garantir o bem estar do animal durante o treinamento,

evitando desconforto gastrico no momento do exercicio fisico.
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5.4 Programa de Treinamento Fisico aerobio: Corrida em esteira

Na primeira semana de estudo, todos os animais foram submetidos a um periodo de
adaptagdo a esteira que consistiu em manter os animais nas velocidades entre 0,3 km/h
no primeiro dia até 0,6 km/h no quinto dia da semana. As sessdes obtiveram progressao
de tempo até que os animais conseguissem permanecer correndo na por 60 minutos.
ApoOs o periodo de adaptagdo, o treinamento fisico aerdbio foi iniciado com uma
velocidade de 0,6 Km/h na primeira sessdao, aumentando progressivamente conforme a
evolucdo do grupo de animais, até atingir a velocidade final de 1,2 km/h a partir da
terceira semana de treinamento. Esta intensidade de exercicio escolhida corresponde a
velocidade em que os animais atingem a maxima fase estdvel de lactato, o que
corresponde a uma intensidade moderada de exercicio aerébio (MANCHADO et al.,
2005).

As sessdes de exercicio fisico foram realizadas 5 dias continuos por semana, com
duragdo de 60 minutos cada, durante o periodo de 8 semanas. As sessdes foram
realizadas em uma esteira ergométrica elétrica, em baias individuais, com as seguintes
dimensoes: 0,70m de largura, 0,45m de altura e 1,35m de comprimento. Apds o término
do treinamento fisico, os animais foram mantidos em repouso por um periodo de 48

horas, antes de serem sacrificados. O esquema abaixo ilustra o protocolo experimental.

SD
SDLA - 7o . “
Suplementacdo -
l}& comL-arg {
8 semanas L 4 ‘
TR n‘ Treinamento 48haposoultimo
aerébio teste anélize do perfil
(8 semanas) lipidico, glicemia e
TRLA — remog8o do musculo
= - gastrocnémio para
[\g e wihyi e analise de Western
b comL-arg aerébio 8lot
8zemanas (Bsemanas)
Adaptacso
aesteira
Sdias Sem. O Sem. & Sem. 8

Teste

< =z Avalinglic semanalde
peio corporal
S eragioingerda

~

Esquema do protocolo experimental
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5.5 Teste de esforco

O teste de esfor¢co consistiu em um protocolo escalonado com incrementos de
velocidade de 0,3 km/h a cada 3 minutos, até que fosse atingida a velocidade maxima
suportada pelos animais. O critério utilizado para a determinagdo da exaustao do animal
e interrupcdo do teste foi o momento em que o rato ndo foi mais capaz de correr
mediante o incremento de velocidade da esteira (BROOKS; WHITE, 1978). Este teste
apresenta correlacdo significativa com a medida do consumo direto de oxigénio em
ratos machos, conforme evidenciado por Rodrigues e colaboradores (2007).

Para excluir os efeitos fisiologicos agudos da ultima sessdao de exercicio, os animais

foram eutanasiados 48h depois da ultima sessao de exercicio fisico aerdbio.

5.6 Peso corporal, gordura epididimal e consumo alimentar

O peso corporal € o consumo alimentar dos animais foram mensurados ao inicio
do protocolo experimental e semanalmente até o final do estudo.

ApOs a eutandsia, a gordura epididimal foi isolada e pesada.

5.7.1 Perfil lipidico

Os niveis de colesterol total (CT) e triglicerideos (TAG) foram medidos pelo
método enzimatico utilizando-se kit especifico (KATAL-MG). O HDL-colesterol
(HDL-C) foi determinado por método de precipitagdo utilizando também kit especifico
(KATAL-MG), seguindo as instru¢des do fabricante.

O LDL colesterol foi determinado a partir da equagdo de Friedwald (SPIGHI, et
al., 2013), onde:

LDL-C = Colesterol total - HDL colesterol — (Triglicérides/5)

5.7.2 Concentracdes de nitrato e nitrito (NOy) e substincias reativas ao acido

tiobarbiturico (TBARS) plasmaticos

Amostras de plasma foram utilizadas para determinagdo da producao enddgena

de NO por meio indireto através da quantificacdo dos anions nitrato e nitrito (NO,,
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uM), produtos terminais da oxidacdo do NO, pelo método colorimétrico (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA). As amostras foram previamente ultra filtradas por
meio de microfiltros (Microcon Centrifugal Filter Units, 10 kDa; Millipore, Bedford,
MA, USA).

Foram também utilizadas amostras de plasma para a determinacdo do
malondialdeido (MDA) pelo método colorimétrico para determinagdo das substancias
reativas ao dcido tiobarbiturico TBARS (uM) (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
EUA).

5.8 Determinacio das concentracoes de nitrato e nitrito (NO,) em tecido

muscular

Amostras de extrato citoplasmatico foram filtradas e utilizadas para a
determinagdo da produgdo endogena de NO por meio da quantificagdo dos anions
nitrato (NO3) e nitrito (NO;), pelo método ELISA (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
USA), seguindo as instrugdes do fabricante. A concentracdo de nitrito e nitrato
citoplasmatico foi determinada pela razdo da concentracdo obtida com a leitura da
absorbancia da amostra filtrada com a concentragdo da quantificacdo proteica do

filtrado da mesma amostra.

5.9 Determinacao das substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

citoplasmaticas

Foram utilizadas amostras de citoplasma do musculo gastrocnémio para a
determinagdo do (MDA) pelo método colorimétrico para determinagdo das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico TBARS (uM) (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
EUA). A concentracdo de MDA foi determinada pela razdo da concentracdo obtida pela

leitura da absorbancia da amostra com a concentragao proteica da mesma amostra.

5.10 Obtencao do extrato muscular total

Por¢des de aproximadamente 200mg do musculo gastrocnémio de ambas as

patas do animal foram homogeneizadas em politron (Polytron® Homogenizers) em
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tampdo contendo 10mM de EDTA, 100mM de TRIS, NasP,O; Na;VO, PMSF e

Aprotinina.

5.11 Obtencao do extrato enriquecido de mitocondrias

A técnica de isolamento da fracdo enriquecida de mitocondrias do musculo
esquelético de ratos foi baseada em técnica descrita por trabalhos anteriores
(TONKONOGTI ; SAHLIN, 1997; SILVEIRA et al., 2006). Esta técnica teve por
objetivo a separagdo de um extrato enriquecido de mitocondrias e um extrato de
citoplasma, onde ambos foram usados para as analises posteriores por Western Blott.
Para conseguir esses extratos, os musculos gastrocnémios de ambas as patas do animal
foram homogeneizados em um béquer fixado no gelo com um meio contendo 100mM
de sacarose; 100mM de KCL; 50mM de Tris-HCI; ImM de KH,POy4; 0,1mM EGTA ¢
0,2% de albumina sérica bovina (BSA); pH 7,4. Em seguida, foram realizadas
centrifugagdes diferenciais para recolhimento do citoplasma em tubo separado e
separacao da fragdo enriquecida de mitocOndrias a partir do recolhimento do pellet
mitocondrial e ressuspensdo da fragdo de mitocondrias em meio contendo 225mM de
manitol; 75mM de sacarose; 10mM de Tris HCI; 0,1mM de EDTA; 10mM de KH,PO,
e 10 mM de KCL; pH 7,4.

5.12 Avaliac¢io das proteinas de interesse por Western Blott

As amostras de extrato citoplasmatico e enriquecido de mitocondrias do musculo
gastrocnémio foram utilizadas para a determinacdo da concentragdo de proteinas pelo
método de BCA (Pierce), e entdo a quantidade necessaria para aplicar 75ug e 50ug
(respectivamente para os extratos citoplasmatico e mitocondrial) de proteina em géis de
acrilamida de 7,5% e 12% foi calculada para cada amostra. Em seguida foi preparado o
gel em um sistema Mini-Protean (BioRad) para deteccdo de proteinas de interesse para
a realizagdo do projeto.

No extrato citoplasmatico, foi avaliada a expressdo total da proteina quinase
ativada pelo AMP (AMPKal e a2), fator de transcricio mitocondrial A, proteina

antioxidante superdxido dismutase (SOD) em sua isoforma especifica citoplasmatica
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(CuZn-SOD) e 6xido nitrico sintase neuronal e endotelial (nNOS e eNOS). Ja no extrato
enriquecido de mitocondrias, foram avaliadas a mtTFA, ATP sintase subunidade c,

citocromo c oxidase e a isoforma da SOD avaliada foi a mitocondrial (Mn-SOD).

5.12.1 Eletroforese e transferéncia das amostras

As aliquotas do homogenato foram diluidas em solu¢do de Laemmli (Uréia- 0,5
mM; SDS- 0,17 mM; DTT- 39 uM; Tris- HCL pH=S8 - 0,01 M e Azul de bromofenol-
0,5%) e mantidas a 99°C durante 5 minutos e, em seguida, estas amostras foram
aplicadas no gel com SDS a 3% (Lauril Sulfato Sodico)-poliacrilamida (SDS-PAGE) e
submetidas a eletroforese em gel com 7,5% e 12% de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)
em um sistema Mini-Protean II (Eletrophoresis Cell, BioRad) durante aproximadamente
3 horas, a uma corrente constante de 100 Volts (Power Pac 200, BioRad). Junto com as
amostras foi aplicado no gel um padrao de proteinas “marcadores de peso molecular”
(BioRad). Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
polivinil difluorida (PVDF, Hybond P, Amersham Life Science), previamente ativada,
durante 20 segundos, com metanol. Para a transferéncia, o gel, a membrana e o papel
Whatman foram colocados em um sistema de sandwich e imersos em uma cuba (Mini-
Protean II, Modulo de Transferéncia, BioRad) contendo a solucdo de transferéncia
(Tris- 25 mM; Glicina- 190 mM; SDS-0,05 % e Metanol- 20 %). O sistema foi
submetido a uma corrente de 230 mA (Power Pac 200, BioRad), durante 18 horas. A
transferéncia foi confirmada através da coloracdo do gel com Ponceau (ROMERO-
CALVO et al., 2010). As proteinas das membranas foram fixadas e coradas com acido
acético 1%, por 5 minutos, e coradas com Ponceau- 1%; acido acético-1% durante 5
minutos. A descolororacdo das membranas foi feita com uma sequéncia de lavagens
iniciada com agua destilada seguida por finalizagdo com o TBS-T (Tris- 10 mM, NaCl-
100 mM e Tween 20- 0,1 %). As membranas foram entdo incubadas durante 60 minutos
a temperatura ambiente e sob agitacdo com uma solu¢do bloqueante (leite desnatado

5%, Tris- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1 %).
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5.12.2 Incubagao com os anticorpos e deteccio das proteinas de interesse

Para a deteccdo das proteinas de interesse, as membranas foram incubadas
durante 15 horas com anticorpo primario contra as isoformas da AMPKal e 2 (Abcam,
Cambridge-MA), PGC-1a (1:1000 Cell Signalling Technology), mtTFA (1:500 Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz-CA), CuZn-SOD (1:1000, Sigma-Aldrich), Mn-SOD
(1:1000, Axxora LLC, San Diego-CA), nNOS e eNOS (1:1000, BD Biosciense, San
Jose-CA), ATP sintase subunidade c¢ (1:500, Abcam, Cambridge-MA) e citocromo ¢
oxidase (1:1000, Novus Biologicals, Cambridge-UK) em solucdo bloqueante a
temperatura de 4°C e sob agitacdo. Em seguida, as membranas foram lavadas 3 vezes
durante 15 minutos com TBS-T (Tris- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1 %), sob
agitacdo. Posteriormente, estas membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios, anti-goat (1:4000 para mtTFA, Jackson, West Grove-PA), anti-mouse
(1:4000 para nNOS, 1:4000 para ATP sintase ¢ e 1:5000 para Cu/Zn-SOD, Abcam) ¢
anti-rabbit (1:5000 para Mn-SOD, 1:5000 para COXIV, 1:4000 para AMPK,
Amersham, Piscataway-NJ), diluidos em solu¢cdo bloqueante e incubados por 90
minutos, a temperatura ambiente e sob agitacdo. Ao final, o excesso dos anticorpos
secundarios foi lavado com solugdo de TBS-T em 4 lavagens sucessivas de 10 minutos
cada. As proteinas foram detectadas por uma reacao de quimioluminescéncia utilizando
um sistema de detec¢do (ECL Plus, Amersham Life Science). A seguir, as membranas
foram colocadas em contato com um filme fotografico (Hyperfilm, Amersham Life
Science), e as bandas impregnadas foram posteriormente reveladas. A razdo da
coloragao de Ponceau foi realizada para normalizagdo da expressdo das proteinas de
interesse (ROMERO-CALVO et al., 2010). A andlise densitométrica das bandas das
proteinas separadas pela técnica de Western Blott foram feitas pela gravacdo dos filmes
por um scanner. Para andlise e quantificacdo das bandas foi utilizado o programa de

analise de imagens ImageJ.

6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (S.E.M) para n

experimentos. Foi realizada analise de variancia (ANOVA Two-way) para determinagao
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das diferencas entre os grupos e pos-teste de Bonferroni, utilizando o programa Graph

Pad Prism 5.0, foi adotado um nivel de significancia de P<0,05.

7. RESULTADOS

A figura 11 apresenta os resultados referentes ao peso corporal, ingestao
alimentar, gordura epididimal e peso do musculo gastrocnémio nos quatro grupos
estudados.

Os valores de peso corporal foram semelhantes para todos os grupos no inicio do
estudo, sendo que ao final das 8 semanas esses valores foram significativamente
menores nos grupos TR e TRLA (aproximadamente 20%) em relacdo aos grupos
sedentdrios (SD e SDLA) (Figura 11, painel A). A ingestdo alimentar foi menor em
ambos o0s grupos treinados (aproximadamente 23%) quando comparados aos grupos
sedentarios (Figura 11, painel B). De maneira similar, a massa da gordura epididimal foi
menor em ambos os grupos treinados (TR: 42% e TRLA: 38%) em comparagdo aos
animais sedentarios (Figura 11, painel C). Nao houve alteracdo no peso do musculo
gastrocnémio entre os grupos (Figura 11, painel D).

A tabela 1 mostra os valores do perfil lipidico (colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL e triglicérides) e glicemia de jejum. Podemos observar que os valores de
colesterol total foram menores no grupo SDLA (aproximadamente 12%) quando
comparado aos grupos SD e TR. Todavia, a suplementacdo com L-arginina quando
associada ao treinamento fisico levou a um aumento nas concentracdoes de HDL-C
(44%) em comparagdo ao grupo sedentério. J& o treinamento isoladamente provocou um
aumento nas concentragdes de LDL-C (39%) quando comparado ao grupo SD, embora
a razao HDL/LDL nao tenha se modificado nesse grupo. J4 no grupo TRLA a razdo
HDL/LDL foi significativamente maior em comparagdo a SD e SDLA (185%). Os
grupos TR e TRLA apresentaram valores reduzidos de triglicérides em
aproximadamente 60% quando comparados aos grupos SD e SDLA.

Os valores de glicemia também foram menores nos grupos treinados
(aproximadamente 8%) quando comparados aos grupos sedentarios. A suplementagao
com L-arginina levou a valores aumentados de glicemia no grupo SDLA em

comparag¢do a SD (11%) (Tabela 1).
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Tabela 1. Colesterol total, HDL colesterol, LDL colesterol, triglicerideos e glicemia de
jejum de ratos sedentarios (SD), sedentarios suplementados com L-arginina (SDLA),
treinados (TR) e treinados suplementados com L-arginina (TRLA).

SD SDLA TR TRLA
Colesterol 51,5+ 1,5 453+23P 5509 50,4+ 1,6
Total(mg/dl)
HDL-C (mg/dl) 149+ 1,6 16,7+ 1,4 17,9+ 1,7 21,4 +1,8*%
LDL-C (mg/dl) 232+2 248 +£2 32,3+1,8% 252 +2
Razao HDL/LDL 0,3 +£0,05 0,4+ 0,05 0,6 = 0,09 1,1 £0.2%
(mg/dl)
Triglicerideos 69,9 + 3,7 76,6 £3,7 44,6 £ 4,8%" 41,5+ 3,6%
(mg/dl)
Glicemia (mg/dl) 84, 7+2 93,8 £2,1* 77,5+ 1,5* 77,9 +1,8*

Dados expressos como + SEM de n=5-10 animais/grupo.*p<0.05, em comparagdo ao grupo SD; * p<0.05
em comparagdo ao grupo SDLA, °p<0.05 em comparagdo ao grupo TR; °p<0,05 em comparagio ao

grupo TRLA.

Tolerancia ao esforco

O treinamento fisico empregado neste estudo promoveu melhora significativa na

tolerancia ao esfor¢o nos animais submetidos ao treinamento fisico na oitava semana de

estudo (TR: 20,6 = 1,2 min ¢ TRLA: 24,7 + 0,6 min), quando comparado aos animais

sedentdrios (SD: 7,8 £ 1,6 min e SDLA: 10,7 = 1,5 min). Podemos observar que a

associagdo suplementagdo com L-arginina e exercicio fisico levou a um maior tempo

total de exaustdo em comparacao ao grupo apenas treinado (20%) (figura 12).
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FIGURA 12. Tolerancia ao esforco avaliada através de teste de esforco com velocidade incremental até
a exaustdo na oitava semana de estudo em ratos sedentarios e treinados, submetidos ou nio a
suplementagéo oral com L-arginina. *P<0,05 TR e TRLA em comparagédo a SD. *p<0,05 TR e TRLA em
comparagdo ao grupo SDLA. °p<0,05 TRLA em comparagio ao grupo TR.

Expressio proteica de NOS e concentracio de nitrito e nitrato no plasma e no

citoplasma muscular

Considerando os resultados anteriores e com o objetivo de detectarmos os
mecanismos pelos quais o exercicio fisico associado a suplementacao de L-arg estaria
melhorando o tempo de exaustdo, passamos a investigar se a associagdo treinamento
fisico/L-arg promovia mudangas na via nNOS/NO ou eNOS/NO, ambas presentes em
musculo esquelético de ratos. Observamos que ndo houve diferencas tanto na expressao
proteica da nNOS na fragdo citoplasmatica quanto na mitocondrial (Figura 13, painéis A

e B). Nao houve também diferengas na expressdao da eNOS (Figura 13 painel C).
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FIGURA 13. Expressao da enzima 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) e endotelial (eNOS) no extrato
citoplasmatico (painéis A ¢ C) e nNOS no extrato enriquecido em mitocondrias (painel B) do musculo
gastrocnémio dos ratos SD, SD/LA, TR ¢ TR/LA. A média da expressdo proteica (unidades arbitrarias) do
grupo SD foi considerada com o valor de 1 e os outros grupos experimentais foram normalizados a partir desse
valor.

De maneira interessante, quando avaliamos a concentragdo de NOy na fracao

citoplasmatica do musculo esquelético observamos que o grupo TRLA apresenta

aumento significativo quando comparado aos grupos SD (140%), SDLA (85%) e TR

(118%). (Figura 14, painel A). No entanto, ndo observamos qualquer alteracdo na

concentragdo plasmatica de NOx™ nos grupos estudados (Figura 14, painel B).
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FIGURA 14. Nitrito e nitrato no extrato citoplasmatico do musculo gastrocnémico (painel A) e plasmatico
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concentragdo de nitrito nitrato citoplasmaticos (LM/mg de proteina filtrada) do grupo SD foi considerada com
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Expressao proteica da superoxido dismutase e niveis de MDA

Avaliamos também o estado redox nos extratos citoplasmatico e mitocondrial do
musculo gastrocnémio dos diferentes grupos. Como esperado, a expressdo da Cu/Zn-
SOD no extrato citoplasmatico foi maior em ambos os grupos treinados (TR: 1,8 £0,2 ¢
TRLA: 2 + 0,3) em comparacdo aos animais sedentarios (SD: 1 £ 0,1 e SDLA: 1,3 +
0,1). O grupo TRLA apresentou maior elevacdao (100%) quando comparado ao grupo
apenas treinado (80%), em relagcdo aos grupos SD e SDLA, (Figura 15, painel A). O
grupo SDLA apresentou elevacdo de 30% em comparagdo ao grupo SD, porém esse
resultado nao foi estatisticamente significativo. Surpreendentemente, a expressao da
Mn-SOD do extrato mitocondrial foi aumentada significativamente no grupo TRLA, em
aproximadamente 50%, em relag@o a todos os outros grupos (Figura 15, painel B).

A peroxidacdo lipidica, avaliada através da medida da concentracido
citoplasmatica de MDA se mostrou reduzida nos grupos SDLA, TR e TRLA em
comparacdo ao grupo SD (aproximadamente 30%) (Figura 15, painel C). A
concentragdo de MDA plasmético ndo foi modificada em todos os grupos estudados

(Figura 15, painel D).
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®p<0,05 TRLA em comparagio a TR.

Expressio proteica de AMPK total no extrato citoplasmatico e PGC-la no

homogenato muscular total

A expressao da AMPK total no extrato citoplasmatico de musculo gastrocnémio

mostrou-se aumentada nos grupos que receberam suplementacdo com L-arginina, sendo

que o grupo SDLA apresentou expressdo 60% maior em comparagdo a SD e o grupo
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TRLA apresentou expressao aproximadamente 100% maior em comparacdo a SD e TR
(Figura 16, painel A).
A expressdo da PGC-la encontrou-se aumentada se comparado aos grupos

experimentais SD (60%), SDLA (100%) e TR (77%) (Figura 16, painel B).
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FIGURA 16. Expressio da AMPKal e 02 e PGC-10 no musculo gastrocnémio de ratos SD, SDLA, TR ¢
TRLA. Para os dados, a média da expressdo proteica (unidades arbitrarias) do grupo SD foi considerada com o
valor de 1 e os outros grupos experimentais foram normalizados a partir desse valor. *p<0,05 SDLA e TRLA
em comparagdo a SD. *p<0,05 TRLA em comparagio a SDLA. bp<0,05 TRLA em comparagdo a TR.

Expressao proteica do fator de transcricio mitocondrial A (mtTFA), ATP sintase ¢

e citocromo c oxidase

Finalmente, avaliamos a expressao proteica de mtTFA, que expressa
indiretamente a existéncia da biogénese mitocondrial em resposta ao protocolo
experimental aplicado, além das expressdes da citocromo ¢ oxidase e ATP sintase
subunidade c, proteinas diretamente envolvidas na produ¢do de ATP. Podemos observar
que a expressdo proteica da mtTFA foi significativamente aumentada em animais

treinados (90%) em comparacdo ao grupo sedentario. Nota-se um aumento de 60% no
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grupo SDLA em comparacdo a SD, mas esse valor ndo foi estatisticamente
significativo. Os animais que receberam L-arg em associacdo ao treinamento fisico
obtiveram maior expressdo de mtTFA tanto na fragdo citoplasmatica (160% comparado
a SD e aproximadamente 40% comparado a SDLA e TR), quanto na fragdo rica em
mitocondrias (aproximadamente 68%) quando comparado ao grupo SD (Figura 17,
painéis A e B). Interessantemente, a expressdo do marcador de aumento da biogénese
mitocondrial COXIV apresentou-se aumentada em aproximadamente 85% em ambos os
grupos submetidos ao treinamento fisico em comparagdo aos grupos sedentarios (Figura
17, painel C). Embora a expressdo de ATP sintase ¢ tenha se mostrado 80% aumentada
nos grupos SDLA e TRLA em comparagdo a SD, apenas foi estatisticamente
significante o aumento da expressdo dessa enzima no grupo TRLA (170%) comparado

ao grupo SD (Figura 17, painel D).
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1. DISCUSSAO

8.1 Parte 1: Efeito do treinamento fisico

Peso corporal e parametros bioquimicos

A partir dos resultados apresentados, observamos menor ganho de peso corporal, de
massa de gordura epididimal e de ingestdo alimentar nos animais submetidos ao
treinamento fisico por 8 semanas, o que foi independente da suplementacdo de L-
arginina. Esses achados podem ser atribuidos a maior utilizagdo de substratos
energéticos durante o periodo de treinamento fisico aerobio. Sabe-se que o exercicio
fisico tem a capacidade de otimizar a B-oxida¢do de 4cidos graxos pelo musculo
esquelético, além de aumentar a lip6lise e diminuir a lipogénese, acarretando na redugao
da massa gorda em ratos. Em relagdo a ingestdo alimentar, os animais treinados
apresentaram menor consumo semanal de racdo, resultado similar ao estudo de Silva e
colaboradores (2009). Titchenal (1988) pesquisou as diferengas de consumo alimentar
em ratos treinados, mostrando que ratos Wistar treinados apresentam menor consumo
alimentar. Um fator associado a menor ingestdo alimentar em animais treinados pode
ser a melhora cronica na sinalizagdo a leptina desses grupos animais, sendo que o estudo
de Zhao e colaboradores (2011) demonstrou melhora na sinaliza¢ao hipotalamica desse
hormodnio em ratos Wistar submetidos ao exercicio fisico cronico, com reducdo na
ingestdo alimentar. Assim, nossos achados mostram que a diferenca na ingestdo
alimentar pode também ser um dos fatores para o menor ganho de peso corporal nos
grupos treinados.

Com relagdo aos parametros bioquimicos, o treinamento fisico per se promoveu
efeitos benéficos nos valores triglicérides e glicemia. De fato, estudos prévios mostram
que o exercicio fisico tem a capacidade de reduzir os niveis de triglicérides (WOOD,
HASKELL, 1979; CASELLA-FILHO et al., 2011). Sabe-se que o exercicio fisico, além
de promover aumento da lipdlise, permite maior utilizagdo de 4cidos graxos no musculo
esquelético para producdo de energia pelas mitocondrias, diminuindo a concentragao
desses no plasma e sendo benéfico para a reducao dos triglicérides plasmaticos. Os
resultados da glicemia de jejum mostraram que o exercicio fisico por si so foi capaz de

levar a redugcdo na glicemia de jejum, sugerindo que captacdo de glicose e
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possivelmente a sensibilidade a insulina foram melhoradas pelo exercicio fisico, que foi
independente da suplementa¢do de L-arginina. Trabalhos tem mostrado de maneira
sistematica os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre o controle glicémico tanto em
animais saudaveis (LUCIANO et al., 2002) quanto em modelos experimentais de
diabetes mellitus (MUSI et al., 2001; DE OLIVEIRA et al., 2005; GHOSH et al., 2010),
onde o exercicio fisico modula a sinaliza¢do da insulina em diferentes vias, entre elas a
via IRS/Akt e via da AMPK, que por sua vez ativam o transportador de glicose para a
membrana celular (MUSI, GOODYEAR, 2006). Cabe ressaltar que nenhum grupo em
nosso estudo apresentou parametros glicémicos acima dos valores considerados
saudaveis, sendo esses até 100 mg/dl (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2011).

Teste de tolerancia ao esforco, expressdo proteica e niveis de nitrito/nitrato

(citosol/plasmatico)

Dentro dos objetivos propostos, o desempenho fisico foi avaliado através do teste de
esforco, em que verificamos a menor tolerancia ao exercicio fisico em ratos sedentarios,
observada pelo menor tempo de exercicio obtido neste grupo no teste final, mostrando
que com o avanco da idade, ganho de peso corporal e sedentarismo ocorre reducdo da
capacidade dos ratos em se exercitar. De fato, estudo prévio mostra que alteracdes
metabolicas causadas pelo sedentarismo, excesso de peso e obesidade, levam a menor
desempenho fisico, refletindo uma deficiéncia na producdo da energia (para revisdo, ver
ROGGE, 2009). Como esperado, o treinamento fisico aumentou a tolerancia ao esforgo
em comparacao aos animais sedentarios. Trabalho anterior de nosso laboratério mostrou
que ratos submetidos ao treinamento fisico apresentam maior tempo de corrida até a
exaustdo (GOMEZ-CAMPOS, 2010; DELBIN et al., 2012). O mecanismo pelo qual o
treinamento fisico melhorou a performance dos animais nao € claro neste estudo, pois
quando avaliamos a expressao de algumas proteinas citosélicas e/ou mitocondriais ndo
observamos qualquer alteracdo na via de sinalizacdo dessas enzimas como a NOS,
AMPK, PGC-1a e a subunidade ¢ da ATP sintase. Somente observamos aumentos
pontuais de algumas enzimas como a COXIV e a mtTFA citosolica, mas ndo a mtTFA
mitocondrial, ndo permitindo um link entre a maior tolerdncia ao esfor¢o e os

biomarcadores analisados que compdem a via de sinalizagdo da biogénese mitocondrial.
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Assim, apesar dessa via ter sido apontada como de grande relevancia na biogé€nese
mitocondrial tanto no repouso quanto em resposta ao exercicio fisico (NISOLI et al.,
2004; LEE-YOUNG et al., 2010; TENGAN et al., 2012), nossos achados mostram que
o treinamento fisico per se nao modificou a expressao das enzimas nNOS e eNOS e
nem as concentracdes de nitrito/nitrato no citosol € no plasma. Além disso, esses
resultados diferem de trabalhos prévios que mostram sistematicamente aumento na
expressdo das proteinas mtTFA, AMPK e PGC-la em resposta a elevagdo de NO,
EROs e/ou AMPK pelo exercicio fisico e consequente biog€nese mitocondrial
(HOLLOSZY, 2008; VINA et al., 2009; HOLLOSZY, 2011; TENGAN et al., 2012).
No entanto devemos considerar que apenas nosso estudo realizou a avaliacdo da
expressdo de mtTFA tanto no citoplasma quanto no extrato de mitocondrias e os estudos
apresentados realizaram essa analise apenas no extrato muscular total. Além disso,
estudo prévio em ratos saudaveis submetidos a 4 semanas de treinamento aerobio
encontrou aumento na expressdo tanto da nNOS quanto da eNOS no musculo
gastrocnémico, de similar magnitude (VASSILAKOPOULOS et al., 2003). As razdes
para essa discrepancia poderiam ser devidas aos tipos musculares analisados nos
diferentes estudos, espécie animal usada e protocolo de exercicio fisico executado. De
fato, trabalhos prévios avaliando os efeitos do exercicio fisico e/ou treinamento fisico na
funcdo/conteudo de mitocondrias de musculo esquelético de ratos usaram protocolo de
treinamento ou exercicio fisico de alta intensidade tanto para natagao (WRIGHT et al.,
2007; YADA, MATOBA, 2013) como para corrida em esteira (HOLLOSZY, 1967,
DAVIES et al., 1981). E importante salientar que a maioria dos trabalhos usou
inclinacdo em esteira de cerca de 8%, enquanto que em nosso estudo nenhuma
inclinagdo foi usada. Portanto, diferente dos estudos anteriores, em nosso protocolo de
treinamento fisico ndo observamos qualquer alteragdo nos biomarcadores de biogénese
mitocondrial relacionados tanto a via NOS/NO/GMPc como para a via de sinalizagdo da
AMPK. Por outro lado, nossos dados mostram claramente que o programa de exercicio
fisico foi efetivo em promover aumento na expressao proteica da Cu/Zn-SOD e redugdo
nas concentragdes de MDA citoplasmatico. Trabalhos prévios mostram que o exercicio
fisico aerdbio de intensidade moderada promove aumento na expressdo de enzimas
antioxidantes, em especial a superoxido dismutase, em tecidos vasculares de animais
(DE MORAES et al., 2008; CLAUDINO et al., 2010), como também no musculo
esquelético de ratos Wistar (LI et al.,, 2011), Sprague-Dawley (JI, FU, 1992) e
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camundongos (BARRETO et al. 2012) e de seres humanos (MAJERCZAK et al., 2010;
BRINKMANN et al., 2011). Essa adaptagdo tem sido mostrada por ser benéfica em
resposta ao aumento na produgcdo de EROs causada pelo proprio exercicio fisico

(GOMEZ-CABRERA et al., 2008; VINA et al., 2009).
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8.2 Parte 2: Efeito da associacdo treinamento fisico e suplementa¢ido com L-

arginina

Teste de tolerdncia ao esfor¢o, expressdo proteica e estado redox

Nosso estudo mostrou que a associagdo treinamento fisico e suplementa¢ao com
L-arginina foi efetiva em melhorar ainda mais a tolerancia ao esforgo fisico visto pelo
teste incremental quando comparado aos efeitos do treinamento fisico per se. Esse efeito
benéfico poderia ser em decorréncia da maior ativagao da via de sinalizagio NO/AMPK
que por sua vez foi positivamente associada ao aumento na expressao de mtTFA, PGC-
la e da a subunidade ¢ da ATP sintase.

A associacdo treinamento fisico e suplementacdo de L-arginina promoveu
significante elevagdo de nitrito/nitrato no citoplasma do musculo gastrocnémio bem
como aumento na expressdo da proteina AMPK nesse grupo experimental. De fato,
estudo de Maxwell e colaboradores (2001) mostrou que camundongos suplementados
com L-arginina apresentaram valores elevados de nitrito e nitrato, além de valores
aumentados no consumo maximo de oxigénio, 0 que representa um aumento na
poténcia aerdbia. Em seres humanos, a administragdo de L-arginina ¢ mostrada como
possivel recurso ergogénico para aumentar a tolerancia ao esforco e tempo de exaustao,
possivelmente devido ao efeito vasodilatador do NO gerando maior oferta de substratos
necessarios para a sintese proteica e biogénese mitocondrial no momento de
recuperagdo apds o exercicio e também levaria a maior remo¢dao de metabdlitos, tais
como lactato e amonia, os quais estdo relacionados a fadiga muscular durante atividade
fisica intensa e prolongada (SCHAEFER et al.,, 2002). Além disso, Camic e
colaboradores (2010) mostraram que adultos sedentarios submetidos a 4 semanas de
suplementagdo com L-arginina tiveram resisténcia aumentada a fadiga em teste
incremental até a exaustdo em cicloergdmetro. Em modelo experimental, foram
observados efeitos positivos da suplementacdo com L-arginina em ratos idosos
submetidos a uma sessdo de exercicio exaustivo (HUANG et al., 2008). Embora
existam estudos que nao mostrem efeitos adicionais da L-arginina na performance de

individuos treinados (ABEL et al., 2005), sabe-se que a arginina ¢ um substrato que
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pode diretamente participar do ciclo de Krebs, o que pode influenciar diretamente a
producdo de ATP no momento do teste de esforco (McCARDLE, 2000),

Poucos trabalhos existem sobre a acdo concomitante da L-arginina e treinamento
fisico sobre o metabolismo (MCCONELL, 2007). Mais especificamente, nenhum
trabalho analisou os efeitos associados do treinamento fisico com a suplementacao de L-
arginina sobre os mediadores da biogénese mitocondrial. Nossos achados indicam que
existe uma relagdo positiva entre a via de sinalizagdo NO/AMPK e maior tolerancia ao
esforco. De fato, trabalhos recentes mostram a interagdo NO/AMPK na regulagao do
metabolismo em cultura de células (LIRA et al., 2010) e durante o exercicio fisico
(SCHIMMACK et al., 2013). Por outro lado, a maior ativa¢ao da via NOS/NO/GMPc
parece reduzir a capacidade funcional de musculo gastrocnémio de ratos treinados e
tratados com sildenafil (RINALDI et al., 2013). Parece assim que as vias de sinalizagao
do NO em musculo esquelético sdo de grande complexidade e que dependendo da
concentragdo ¢ do segundo mensageiro ativado, as respostas podem ser opostas.
Interessantemente, ndo detectamos nenhuma alteracdo significante na expressdo das
proteinas nNOS e eNOS, apesar de podermos observar na figura 13, painel A, haver
uma tendéncia de maior expressdo da nNOS nesse grupo experimental (1.5 A.U.)
quando comparado ao grupo SD (1.0 A.U.). Questionamos entdo sobre a procedéncia
dessa maior concentragdo de NOX', considerando que ndo houve modificagdo da
expressdo proteica das duas isoformas constitutivs da NOS. Considerando que houve
aumento significativo na expressdo da enzima Mn-SOD bem como da isoforma Cu/Zn-
SOD nesse grupo experimental, podemos inferir que a elevagdo das concentracdes de
NOx" citosolico poderia ser devido a sua maior biodisponibilidade como consequéncia
da acdo sinérgica dessas duas enzimas antioxidantes em resposta ao tratamento
experimental (treinamento fisico + L-arginina), € ndo necessariamente a um aumento de
sua produgdo. Além disso, observamos que os niveis de MDA apresentaram-se
reduzidos, indicando menor peroxidacao lipidica, o que parece ser um efeito tanto do
treinamento fisico quanto da suplementacdo com L-arginina. Diferentemente da
expressdo e/ou atividade da enzima Cu/Zn-SOD, ndo foram encontrados estudos que
associaram treinamento fisico e/ou suplementacdo de L-arginina na expressdao da Mn-
SOD no musculo esquelético. Sabe-se que deficiéncia na Mn-SOD leva a aumento no
estresse oxidativo e diminuicao na fungdo mitocondrial (LUSTGARTEN et al., 2011).

A Mn-SOD ¢ a responsavel pela dismutacdo do anion superoxido produzido na
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mitocondria, portanto, esta serd a primeira forma de defesa contra EROs produzidas
pelas mitocondrias no momento do exercicio. De fato, o estudo de Kinugawa e
colaboradores (2005) demonstrou que camundongos knockout para a Mn-SOD
apresentam menor tolerancia ao esforgo fisico, € que essa menor tolerancia ¢ revertida
quando ha a administragdo de Tempol, um mimético da superoxido dismutase. Os
autores associaram a menor tolerancia ao esforgo fisico com a excessiva produgdo de
anion superdxido nesses animais, o qual se ligaria ao NO, formando peroxinitrito, o que
impediria a acdo do NO nas diferentes vias de sinalizagdo no musculo esquelético.
Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para a compreensdo dos mecanismos que
levaram essa associagdo ao aumento da expressdo da Mn-SOD no extrato mitocondrial
desse grupo.

Sabe-se que a biogénese mitocondrial ocorre através da ativagdo do PGC-la,
que ¢ uma proteina reguladora de uma variedade de processos metabdlicos, incluindo a
formagao de novas mitocondrias nos musculos esqueléticos € no coragdo e que fatores
de transcri¢ao e replicacdo mitocondrial como o mtTFA tem fundamental importancia
nesse processo (MEDEIROS, 2008; VINA, 2009; RUSSELL et al., 2013). Assim,
investigamos esses marcadores de biogénese mitocondrial e os possiveis efeitos da
associacgdo treinamento fisico e suplementagdo de L-arginina. Nossos achados mostram
que essa associagdo foi efetiva em promover elevagdo em todos os marcadores de
biogénese mitocondrial analisados, PGC-1a. ¢ mtTFA. Além disso, observamos que a
expressdo proteica da subunidade ¢ da ATP sintase foi marcantemente elevada nesse
grupo, mostrando claramente que esse protocolo experimental foi efetivo em promover
alteragdes na via de sinaliza¢do da biogénese mitocondrial. Trabalho prévio mostra que
aumento na biogénese mitocondrial estaria associado a um aumento na tolerancia ao
exercicio fisico e resisténcia a fadiga (HOOD et al., 2006). Portanto, nosso estudo
mostra que a associagdo treinamento fisico e suplementacdo com L-arginina promove
efeitos benéficos no que se refere a maior tolerancia ao exercicio fisico em animais
saudaveis e que os mecanismos moleculares envolvidos nesse fendmeno parecem estar
relacionados a ativagdo da via NO/AMPK/PGC-1a/mtTFA em musculo esquelético de
ratos. As possiveis aplicagdes desses resultados estdo relacionadas as doengas
cardiometabodlicas como obesidade, aterosclerose e sindrome metabolica, pois trabalhos
prévios mostram que a suplementacdo de L-arginina per se possui efeitos benéficos,

revertendo a disfuncao endotelial em seres humanos com fatores de risco cardiovascular
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(McCAFFREY et al., 1995; MAXWELL, COOKE, 1998; MAXWELL et al., 2001),
inclusive em idosos, obesos ¢ diabéticos (CHAUHAN et al. 1996; WASCHER et al.,
1997; OZCELIKALI et al., 2000). Considerando que a farmaconutricdo estard num
futuro préoximo dentro das abordagens terapé€uticas, estudos envolvendo a interagdo
exercicio fisico e suplementagao de nutrientes podem trazer novas perspectivas tanto na

prevencao quanto no tratamento de doengas cardiometabolicas.

8. CONCLUSOES
Nossos dados mostram que o treinamento fisico per se nao foi capaz de alterar
os marcadores da biogénese mitocondrial de muisculo gastrocnémio de ratos. Por outro
lado, a associa¢do treinamento fisico com a suplementacdo de L-arginina promove
maior ativacdo da via NO/AMPK que por sua vez pode ter desencadeado maior
expressdo proteica dos marcadores de biogénese mitocondrial PGC-1a, mtTFA e da
subunidade ¢ da ATP sintase, que foram positivamente associados & maior tolerancia ao

esfor¢co dos animais pertencentes a esse grupo.
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