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VALGAS DA SILVA, Carmem Pere<£feitos da suplementacdo com L-Arginina na
biogénese mitocondrial, tolerancia ao esforco, pefflipidico e estado redox em
ratos treinados . 2011. Trabalho de Conclusdo de Curso Graduacaculdéae de
Educacéao Fisica. Universidade Estadual de Campii@aspinas, 2011.

RESUMO

O exercicio Fisico e o 6xido nitrico (NO) desem@anhuma importante funcdo na
biogénese mitocondrial pela ativacdo de algunstmafs, dentre eles, os fatores de
transcricdo mitocondrial A (MtTFA), levando a fogha de novas mitocdndrias no
musculo esquelético e afetando diretamente o migtatm energético.Objetivo: O
objetivo deste trabalho foi investigar os efeitas ekercicio fisico aerdbio associado a
suplementacdo de L-Arginina nos marcadores da bésgd mitocondrial no musculo
gastrocnémico de ratos Wistar. Avaliamos tambépieaéncia ao esforco fisico, glicemia,
perfil lipidico, e estado redoxMétodos: Ratos Wistar foram divididos em grupos
sedentarios sem e com L-Arginina (SD; SD/LA, refipamente) e grupos treinados sem e
com suplementacdo (TR; TR/LA, respectivamente). programa de exercicio fisico
aerobio foi realizado em sessbes de 60 min., 5mhasemana durante 8 semanas. A L-
Arginina foi administrada de forma oral, por gava@e,5 mg/ml/dia/rato) no mesmo
periodo. Testes de esforco com velocidade incrahaté a exaustdo foram realizados na
primeira, quinta e oitava semanas de estudo. @icssnguinea, perfil lipidico e
malondialdeido (MDA) foram medidos por kits comaisi As expressdes protéicas de
MtTFA; ATP sintase C; CuZn-Superoxido dismutase;-Sliperéxido Dismutase e NO
sintase neuronal (NNOS) foram medidas no citoplasmaextrato enriquecido de
mitocondrias do musculo gastrocnémico pela técdca@Vestern BlotResultados:Houve
significante queda nos valores plasmaticos deidéigdes em ambos os grupos TR e
TR/LA comparado aos grupos SD e SDLA sem alteraxg@oniveis de HDL-C entre os
grupos. A glicemia do grupo TR foi diminuida emag&lo aos animais sedentarios. Houve
mudancas significativas nos valores de MDA no grigi/LA em relagdo a SD. A
combinagdo exercicio fisico e suplementacdo de diriira promoveu aumento
significativo tanto no citoplasma quanto no extrd#® mitocondrias nas expressbes de
MtTFA e MnSOD, ja o grupo treinado apresentou admsignificante somente para a
CuzZnSOD. A enzima ATP sintase C apresentou tendémei modificacdo em todos os
grupos em relacdo a SD, mas com diferencas sigtifics apenas no grupo TR/LA. Os
valores de NOx foram significativamente aumentatogrupo TR/LA em relagédo a SD e
SD/LA. Conclusdes:A associacdo treinamento fisico e suplementacéo lcérginina
promoveu aumento na biogénese mitocondrial a pastiaumento da expressdo de seu
principal fator de transcricdo, a mtTFA; promovelelmoria no perfil antioxidante
caracterizado pelos valores aumentados da superddidmutase. Além disso, 0
treinamento associado a suplementagéo de L-Argeuim@entou a tolerancia ao esfor¢co de
ratos treinados.

Palavras chaves: Mitocondria; L-Arginina; Oxidarigih; Exercicio Fisico



VALGAS DA SILVA, Carmem PeresEffects of L-Arginine supplementation on
mitochondrial biogenesis, exercise tolerance, lipidorofile and redox state in
trained rats. 2011. Trabalho de Conclusdao de Curso Graduagéoculdame de
Educacéao Fisica. Universidade Estadual de Campllaaspinas, 2011.

ABSTRACT

Exercise and nitric oxide (NO) plays an importaoleron mitochondrial biogenesis
through the activation of some cofactors, amongntliee mitochondrial transcription
factor A (mtTFA), leading to the formation of newtathondria in skeletal muscle and
directly affects the energy metabolis@bjective: The objective of this study was to
investigate the effects of aerobic physical exercassociated with L-arginine
supplementation on markers of mitochondrial biogenén gastrocnemius muscle of
male Wistar rats. We also evaluated the toleraagehysical exercise, blood glucose,
lipid profile, and redox state. Methods: Male Wistats were divided into sedentary
groups with and without L-Arginine (SD, SD / LA) é&trained groups with and without
supplementation (TR, TR / LA). An aerobic exercigsmgram was conducted in
sessions of 60 min. 5 days a week for 8 weeks.dtSestolerance tests with incremental
speed to exhaustion were performed in the firfth fand eighth weeks of study. L-
Arginine was administered orally from gavage (62¢&/ ml / day / mouse) in the same
period. Blood glucose, lipid profile and malondigthyde (MDA) were measured using
commercial kits. The protein expression of mtTFA;PAsynthase C-CuZn Superoxide
dismutase, Mn-superoxide dismutase and neuronadyytase (NNOS) were measured
in the cytoplasm and mitochondria-enriched exti@cthe gastrocnemius muscle by
Western BlotResults: A significant decrease in plasma levels of trighydes in both
groups TR and TR / LA compared to SD and SDLA, #mete was no significant
increase in HDL-C between groups. The glucose gidepvas decreased compared to
sedentary animals. There were significant changedDA values in SD/LA group in
relation to SD. The combination of exercise anddirane supplementation promoted a
significant mtTFA and MnSOD increase in both th@éopjasm and mitochondria-
enriched extract and expression as the trainedpgstwwed significant increase in
CuzZnSOD. The enzyme ATP synthase C tended to changd#l groups compared
to SD, but with significant differences only in gm TR/LA. NOx levels were
significantly increased in group TR/LA in relatiom SD and SD/LAConclusion: The
association training and supplementation with LiAwme can lead to increased
mitochondrial biogenesis by the increased exprassfats major transcription factor,
the mtTFA; improved the antioxidant profile chamced by increased levels of
superoxide dismutase, in addition, training asgediavith L-Arginine supplementation
increased the exercise tolerance of trained rats.

Key words: Mitochondrial biogenesis; L-Arginine;tNic Oxide; Physical exercise
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1-INTRODUCAO

O sedentarismo ha muito tempo tem sido considesatdaos fatores de risco
para a mortalidade prematura (BLAIR et. al., 19963tudos epidemiolégicos tém
demonstrado grande relacédo entre sedentarismoresanga de fatores de risco para
doencas cardiovasculares como a obesidade, resstén insulina, diabetes,
dislipidemias e hipertensédo arterial (LAKKA et &003; RENNIE et al., 2003). O

conjunto desses fatores € caracterizado como siredntetabolica.

No musculo esquelético, a regulacdo da biogénedtocandrial é
particularmente importante porque as mitocondriasspem importantes fungbes no
metabolismo (SCHRAUWEN, HESSELINK, 2004), sendo imssa disfuncéo
mitocondrial pode provocar diversas desordens queleem a producdo de energia,
como as observadas na sindrome metabdlica. (ZANESOOUNES, 2007; DE
MORAES et al., 2008).

A pratica regular de exercicios fisicos tem sidostramla como benéfica em
muitos parametros relacionados a saude. Estesitieseihcluem melhora na funcéo
cardiovascular e metabolismo muscular, aumentoagaaidade de trabalho muscular
pelo aumento na captacao de oxigénio e sua ufilizpaelas mitocondrias do musculo
esquelético e reducédo do peso corporal, resulteelasionados a melhorias no fluxo
sanguineo bem como de uma maior quantidade de dnddas dentro da fibra
muscular (HOOD, 2009). O exercicio fisico tambérna eslacionado a melhora do

perfil lipidico e reducéo da glicemia.

Considerando que as mitocondrias desempenham mmpertfuncdo no
metabolismo energético, € de grande relevanciasiipag as vias que controlam sua
sintese e proliferacdo, e de que forma o exerdisico associado a suplementacéo

alimentar pode interferir nesse processo.

Terapéuticas farmacoldgicas tém sido relacionadaso fatores contribuintes
na prevencao da sindrome metabdlica e aumentadér®se mitocondrial, associadas
a pratica regular de exercicios fisicos. Dentrasesstratégias, alguns estudos mostram
as possiveis utilizacbes da L-arginina - precarsta molécula sinalizadora oxido

nitrico (NO) - em associa¢do ao exercicio fisicawllkie como fatores de melhora da
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funcdo mitocondrial, prevencdo de doencas cardioNaes e endocrino-metabdlicas
(ZANESCO, ANTUNES, 2007).

2-REVISAO DE LITERATURA

2.1 A mitocondria

A mitocoéndria € uma organela celular que desempdohabes vitais no
metabolismo de todo o organismo. Sua funcéo prara@msiste em produzir energia na
forma de ATP pela enzima ATP sintase, processoequelve duas vias metabdlicas
relacionadas: o ciclo do acido citrico (ciclo deebs) e a cadeia de transporte de
elétrons (POWERS, HOWLEY, 2000), a partir da oxé@tade carboidratos, proteinas e
B-oxidacao de lipidios em um processo denominaduregsio celular (ROGGE, 2009).
O Ciclo de Krebs tem como objetivo finalizar a @gédo de carboidratos, lipidios e
proteinas. Os processos de oxidacdo de substnagngéticos levam a producdo de
acetil-CoA que, no ciclo de Krebs, é totalmentedagbe produz CQ e elétrons que
sdo levados a Cadeia Respiratoria para a produeémbia de ATP (POWERS,
HOWLEY, 2000). O fornecimento de energia celulaur@ processo complexo e

envolve multiplos mecanismos, um resumo é apresgemta figura abaixo (figura 1).
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FIGURA 1. Fornecimento de energiacelular. Energia € formada dentro das células através do
processamento de substratos vindos da alimentag@@s do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) ou
através dg@-oxidacdo de &cidos graxos. A formacao de trifosékt adenosina (ATP) é dirigida por uma
série de reacdes enzimaticas que liberam elétr@risndes de carboidratos, gorduras e proteinasm do
estes elétrons para a formacéo de ligaces dadaifaalta energia para ATP utilizavel BAoxidacéo de
acidos graxos envolve uma série de quatro etapaslBantes as do ciclo TCA, que sao repetidas até
todos os carbonos do canal de acidos graxos Adl-Gejam convertidos para Acetil-CoA. O
direcionamento de um substrato energético seratiiti para a producéo de ATP ou sintese de gorduras
ou armazenamento € dependente do Malonil-CoA. S8&aio aumenta no citosol, mais malonil-CoA é
formado e os acidos graxos séo sintetizados parazanamento.

Fonte: Adaptado de Rogge (2009).

A mitocbndria ndo € uma organela estatica, ela estaconstante alteragédo
dentro das células, sendo que a variacdo de suaamgeantidade e tamanho é
desencadeada por uma série de estimulos fisioBgiemtre esses, o exercicio fisico e
o0 6xido nitrico (NISOLI et. al., 2008; VINA et. aR009).
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2.2 A via da biogénese mitocondrial

O controle celular sobre as mudancas adaptativgsiaratidade de mitocondrias
requer a capacidade de detectar a necessidadeodeac@o adicional de energia
mitocondrial, seguida pelo desencadeamento ded@asinalizacdo que resultardo em
um aumento da expressao de genes para a formagémvads mitocondrias na célula
(CLEMENTI, NISOLI, 2005). O processo de biogéneswoondrial € complexo, uma
vez que a mitocondria é derivada de genomas nesleamitocondriais (HOOD, 2009).
Diferentes estimulos, como a ativagdo simpaticagxercicio fisico, a queda da
temperatura corporal, as espécies reativas de romigéntre outros estimulos podem
ativar a biogénese mitocondrial (NISOLI et. al.020NISOLI, 2008; HOOD, 2009;
KOWALTOWSKI et. al., 2009). Como apresentado nauiflg 2, a biogénese
mitocondrial ocorre através da ativacdo do coativdd do receptor gama ativado
pelo proliferador de peroxisoma, o PG&-2 (Peroxisome proliferator-activated
receptor- coactivator (PGC)-1 ). O PGE&-& uma proteina reguladora de uma
variedade de processos metabdlicos, incluindo mdoéio de novas mitocondrias nos
musculos esqueléticos e no coracdo, bem como ocot®miaf-oxidacdo mitocondrial
(LIN et. al., 2005, SILVEIRA et. al., 2006), e taérh controla a resposta celular ao
stress oxidativo (ST-PIERRE et. al., 2006). Nazgénese mitocondrial, a PGG-1
interage com fatores respiratorios nucleares (NRFNRF-2), os quais sao conhecidos
reguladores do processo de transcricdo e replicag@ocondrial. Com maior
importancia, o NRF-1 que ativa, entre outras engjma fator de transcricdo
mitocondrial A (mtTFA ou TFAM), que € um potenteimsilador da duplicacdo do
DNA mitocondrial (VINA, 2009).

Todas as proteinas que regulam a transcricao ieaefb do DNA mitocondrial
sdo codificadoras nucleares e requerem entradagameda. Provavelmente a mais
importante dessas proteinas a serem transportaalast€FA. A entrada das proteinas
para a mitocondria € um processo complexo que eatchnsportadores de proteinas
que ficam em compartimentos submitocondriais. €gsateinas transportadoras sao
principalmente as Translocases de Membrana Extéowa,complexo TOM), e as

Translocases de Membrana Interna (ou complexo TIMa matriz mitocondrial, a
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MtTFA leva a um aumento no numero de copias do Op¥dsente na célula e a
replicacdo da mitocondria (HOOD, 2009; VINA, 2009).

b
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FIGURA 2. Representacao esquematica da sintese devas mitocondrias

Fonte: Adaptado de Vifia et al., (2009).

2.3 Exercicio Fisico e Biogénese Mitocondrial

O exercicio é um dos estimuladores do processaogg@riese mitocondrial através
da ativacdo de diversas vias de sinalizacéo, comiocl®@ de calcio, turnover de ATP,
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ER@sjlupdo e consumo de oxigénio,
ativacdo de quinases e fosfatases, e pela proaugdmodificacdo de proteinas pos-
translacionais (LJUBICIC, HOOD, 2008). Muitas quees, incluindo a proteina
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quinase ativada pelo AMP (AMP-activated proteinakg, AMPK), sédo ativadas pelo
exercicio fisico. A AMPK age como um “sensor” demgia celular e € ativada por um
aumento da formagéo de AMP através do consumo d& Adsempenhando diversas
acOes no metabolismo (KAHN et al., 2005). AssiM\MPK vai estimular a PGCeil
que elevara a atividade dos fatores de transcmgédear NRF-1 e NRF-2 o que
acarretard aumento nos fatores de transcricdo onitioial e aumento na biogénese
mitocondrial (IRRCHER et. al., 2008; HOOD, 2009)muUdistiurbio metabdlico
produzido por um tratamento crénico de animais éado 3-guanidinopropidnico, o
qual reduz os niveis celulares de ATP, leva a umeaio nos niveis de NRF-1 ligado
subsequente a um aumento do volume e das proteit@sondriais (BERGERON et
al., 2001; CLEMENTI, NISOLI, 2005). Este tratamegusa também um aumento na
quantidade de AMPK — devido a reducdo da dispoddidke de ATP — mostrando a
importancia da acdo da AMPK sobre a sinalizacadidgénese mitocondrial. No
musculo esquelético, a ativagdo desta enzima sstiiada com o aumento dos niveis
de NRF-1, e ao aumento da densidade mitocondriglieosugere que uma diminui¢cdo
dos niveis celulares de ATP aumenta a sinalizag@@ @ producdo de novas
mitocondrias (BERGERON et al., 2001). Assim, adgaativacdo AMPK/ NRF-1 € um
importante regulador da biogénese mitocondrial espasta ao exercicio fisico. A
figura 3 mostra a ativagdo das vias da biogénesecamdrial pela atividade contrétil

muscular.
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FIGURA 3. Biogénese mitocondrial induzida por ativilade contratil. (1)Uma Unica sessao de
atividade contrétil resulta na ativagdo de multiplas de moléculas de sinalizagdo e quinasesa¢dev

no célcio intracelular esta associado com a sulesegiativacdo da proteina quinase dependente de
célcio/calmodulina (CaMK). A producao de espéceativas de oxigénio (ROS) e ativacao das proteinas
quinases ativadas por mitégeno (MAPK) e AMP quingd®PK) também constituem diversas
disposi¢cdes de vias de sinalizacdo que séo eleysdiastividade contratil. (2) Essas miltiplas atess

de sinalizacédo induzem a ligacao de fatores desdrapdio a regido promotora do PG&-€ obtém sua
transcricdo. A PGCelauto regula sua prépria transcricdo e (3) sedigagiao promotora de seus genes
alvo como os fatores respiratorios nucleares INRF-1 e NRF-2) e estimula sua expresséo. (4) NRF-1
trans-ativa genes codificadores nucleares codificgroteinas destinadas & mitocdndria como o tor
transcricdo mitocondrial A (TFAM). (5) Estas proie$ destinadas as mitocondrias séo transcritas no
nucleo e exportadas para o citoplasma onde o mR&Sdrito podera ser estabilizado ou desestabilizad
para a ligacao das proteinas ligadas ao RNA (RBR a regido nao traduzida 3"(UTR) do mRNA. (6)
Apés a tradugdo, muitas proteinas mitocondriais siéitetizadas como proteinas precursoras com
clivaveis pré-seqiiéncias N-terminais. Estas sdoitagas pelas maquinarias de importagéo proteiea qu
consistem nas translocases da membrana externa )(EOk&nslocases de membrana interna, (TIM).
Uma vez importadas, as proteinas precursoras sgegsadas para produzir a forma madura. (7) TFAM,
um fator de transcricdo do DNA mitocondrial (mtDNA)ode induzir a expressdo de proteinas
codificadas mtDNA que, juntamente com DNA nucleanscrita proteinas, sdo montadas para formar
complexos de multisubunidades que se tornam partadeia de transporte de elétrons (ETC).

Fonte: Adaptado dijubcic et al., (2008).
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O exercicio fisico também tem a funcdo de melh@raatividade da via de
translocacdo de proteinas na mitocondria. Estuéeigomostrou que a expressao das
principais proteinas transportadoras (complexo T®©&bmplexo TIM) esta aumentada
em resposta a atividade contratil muscular (TAKAHASt al., 1998). Além disso,
estudos mostram que o stress oxidativo atravesrattugio de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNs) promovem afizagda PGC-d e dos fatores
respiratorio nuclear - NRF-1 e NRF-2 - (OLMOS$ al., 2009). De fato, estudo
prévio mostrou que a contracdo de células muscuémgueléticas promove aumento na
formacédo das EROs e ERNs com consequente aumept@ressado de PGGrlque é
abolida na presenca de anti-oxidantes (SILVEIRAet.2006). Um estudo envolvendo
treinamento fisico com suplementacdo de vitamingu@ poderoso antioxidante)
mostrou que a biogénese mitocondrial foi inibidea Eeiplementacdo com antioxidante
(GOMEZ-CABRERA et. al., 2008). Estes estudos sugegeie o exercicio fisico e a
acao de espécies reativas de oxigénio em conjuotienp estimular a biogénese
mitocondrial.

2.4 Exercicio fisico aerdbio: Acao na glicemia, p&rlipidico, peso corporal e
defesa antioxidante

O exercicio fisico aerébio é também conhecido cama forma de prevencao para
a sindrome metabdlica (DURSTINE, HASKELL, 1994; WRIRAM et al., 1998), pois
age diretamente em seus fatores de risco comaghes da tolerancia a glicose,
hipertenséo arterial e dislipidemias. Varios trabalmostram que o exercicio aerobio &
capaz de promover perda de peso através do aurdeng@msto energético e maior
utilizagdo dos substratos energéticos pelas mithe@s (AMERICAN COLLEGE OF
SPORTS MEDICINE, 2001; CIOLAC, GUIMARAES, 2004). &bmento da atividade
simpatica no exercicio pode também aumentar a gkidde acidos graxos em relagéo
ao uso de carboidratos, visto que a adrenalinaelstio aumento da lipolise (SMITH et
al., 2000). O exercicio fisico é conhecido por autawe o conteddo mitocondrial,

melhorando a capacidade do tecido para o consurarigénio e formacéo de ATP.
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Muitos estudos tém demonstrado relacdo direta eatiredade fisica, menor
resisténcia a insulina e aumento do transporte ldesg no musculo esquelético
independente de insulina. Durante o exercicio, amsporte de glicose na célula
muscular aumenta, assim como a sensibilidade ddacalacdo da insulina. Muitos
fatores determinam a maior taxa de captacdo dasglicomo, por exemplo, maior
circulacdo sanguinea (débito cardiaco aumentadibeeatdo de fatores relaxantes
dependentes de endotélio — como o NO), permiting® epte substrato seja utilizado
pela musculatura (IRIGOYEN et al., 2003; ZAGO, ZASIEO, 2006). O transporte de
glicose no musculo esquelético ocorre principalmgmr difusdo facilitada, através de
proteinas transportadoras (GLUT’s) cujos principsiisadores sdo a insulina e o
exercicio fisico. Existem evidéncias de que o dg@rdisico aumenta o transporte de
glicose para o musculo esquelético através dalt@atsio da GLUT 4, e isso acontece
com a presenca ou néo de insulina (HIRSHMAN etl@08), um dos mecanismos pelo
qual o exercicio promove 0 aumento da captacadiclesg pelo musculo € através da
ativacdo da AMPK, sendo que esta estimula a treacim do GLUT-4 e transporte da
glicose no musculo esquelético (LI et al., 20049strando que o exercicio é eficaz na
utilizacdo de glicose pelo musculo em pessoas seigl@®/ou com resisténcia a
insulina. O exercicio apresenta tanto um efeitodaguguanto crénico sobre a
sensibilidade a insulina, o que reforca a necedsida prética de atividades fisicas com
regularidade (PERSGHIN et al., 1996).

Além de seus efeitos sobre a captacdo da glicessfetos do exercicio fisico sobre
o perfil lipidico e lipoproteinas também sdo bemharidos. Os individuos fisicamente
ativos apresentam maiores valores de HDL colesteroinenores valores de
triglicerideos, LDL e VLDL colesterol, se comparadis pessoas sedentarias
(DURSTINE, HASKELL, 1994; CIOLAC, GUIMARAES, 2004)Essa melhora é
atribuida a varios fatores, dentre eles, observagueso exercicio fisico aumenta a
atividade da enzima lipase lipoprotéica, ampliamdapacidade do musculo esquelético
de consumir acidos graxos (BLOMHOFF, 1992). O drardisico também aumenta a
atividade da enzima lecitina-colesterol aciltrarege (LCAT) que tem a funcdo de
formar HDL colesterol a partir do colesterol liltORTI, DIAMENT, 2006). Além
disso, pela ativacdo da AMPK ha a ativacdo da Hipage hormonio sensivel) que &
responsavel pelo aumento da hidrélise de TAG nmdeadiposo (TANSEY et al.,

2004). Através da AMPK ha também a inibicdo de gas ativariam a lipogénese e
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diminuicao da lipdlise, no caso a inativacdo dareazacetil-CoA carboxilase (ACC)
enzima que muda o excesso de acil-CoA para mdaBwil-(uma molécula que é
convertida para a sintese de acidos graxos e @ibidar alostérico da CPT-1) -. Como
resultado, o nivel de malonil-CoA é diminuido empasta a AMPK, aumentando a
atividade da CPT-I (carnitina palmitoil transferdseenzima que € responsavel pela
transferéncia de &cidos graxos de cadeias longasapantrada na mitocéndria pfra
oxidacao) e estimulando a oxidacédo de &cidos gnaadgado (WINDER et al., 1996;
WELS et al.,, 2005). Mais ainda, a AMPK também weatia glicerol-fosfato-acil
transferase (GPAT), que € uma enzima que partitgparoducdo de TAG. A longo
prazo, a AMPK atua diminuindo a expressao de gépegénicos e neoglicogénicos
(ZHOU et al., 2001).

Substancias oxidantes e antioxidantes sdo geradaarés processos de reacdes de
oxido-reducao, onde a oxidacédo implica em perdalégon e a reducdo, em ganho.
Sendo que a geracdo e a acao de substancias egi@gaahtioxidantes dependem desse
sistema de Oxido-reducdo, muitos autores tém atrdbnusado o termo desequilibrio
do sistemaredox para se referir ao estresse oxidativo (SANTOS, TKNRA
WOSNIAK, et al., 2009 ; FERREIRA et al., 2011). Nosorganismo, constantemente
produz espécies reativas de oxigénio e nitrogdaiRvds e ERNS), e essa producéo €
aumentada no exercicio, como citado anteriormé&ind@amlogicamente, as EROs e ERNs
sao produzidas em baixas concentracdes e funcicpam sinalizadores moleculares
para manter a integridade vascular e como regudadda fungcdo endotelial (TOUYZ,
2004 ; RUSH et al., 2005;). Por outro lado, temoseficiente sistema antioxidante,
que inclui enzimas como a superoxido dismutase (S@De possui a funcdo de
dismutar o anion superoxido {{p- ERO que possui um alto poder de destruicadarelu
através da peroxidacdo lipidica de suas membrashsames - em peroxido de
hidrogénio e agua (ZAGO, KOKUBUN, BROWN, 2009). 8©Ds sao encontradas no
citoplasma (CuzZnSOD) e também nas mitocondrias (MMSNOSSO organismo possui
também outras importantes enzimas antioxidante® @glutationa peroxidase (GPx) e
a catalase (CAT). No entanto, em algumas condipdéslogicas como a obesidade,
diabetes, dentre outras, ha uma producéo elevaB&0s, onde o sistema antioxidante
nao consegue combater, e muitas vezes se enceuuaido (ANTUNES NETO,
PAULA, 2011; FERREIRA et al., 2011). Essa produeBavada pode resultar em danos
oxidativos nas membranas celulares e DNA de digershulas e organelas, como nas
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mitocondrias, levando a diminuicdo de sua capaeidbdtrabalho e a exacerbacdo de
processos patoldgicos.

Alguns trabalhos mostram também a acao benéficaxdrxicio fisico no aumento
de algumas enzimas antioxidantes no musculo edmeelécomo a superoxido
dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPrgsessa uma adaptacao visivel ja

em 5 semanas de treinamento de corrida de intelesicederada em seres humanos
(MAJERCZAK et al., 2010).

2.50xido Nitrico e Biogénese mitocondrial

Dentre as espécies reativas de nitrogénio, o dxitlico (NO) merece importante
destaque no controle de diversas fun¢ées do organi& um radical livre produzido a
partir da L-arginina e do oxigénio, através de wrks como tetrahidrobiopterina
(BH4), NADPH, calcio, calmodulina, FMN e FAD pelasrias isoformas da NO
sintase (NOS) em quase todas as células do organiéf, MORRIS JR, 1998;
JOBGEN et al., 2006). A sintese de NO ocorre airpdot nitrogénio da guanidina
presente na L-Arginina, por meio da ativacdo danemZNOS, produzindo também a
citrulina (ZAGO, ZANESCO, 2006; ZANESCO, ANTUNES)@7).
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FIGURA 4. Formacao no Oxido Nitrico. Esquema ilustrativo da formac&do do 6xido nitriquagir do
metabolismo da arginina pela ativacdo da enzimdodxitrico sintase.

Fonte: Adaptado de Zago, Zanesco (2006).
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Existem 3 isoformas de NOS: a eNOS, localizadacjmalmente nas células
endoteliais, onde se encontra primeiramente na maralplasmatica e citoplasma da
célula; nNOS, descoberta inicialmente nos tecidwgasos, € localizada na mitocéndria
e no citoplasma celular; e a iINOS, a qual foi editiente encontrada por ser induzivel
sobre certas condicbes patologicas nos mawsfae hepatdcitos, € localizada no
citoplasma (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001)Além disso, uma
isoforma de NOS mitocondrial, provavelmente a nNQ&n sido descrita como uma
proteina constitutiva no interior da membrana nuitatrial que gera NO na reacéao,Ca
dependente (GHAFOURIFAR, CADENAS, 2005). A sintee NO ndo € regulada
unicamente pela quantidade de NOS, e sim pela rlsibhdade de cofatores que
participam desta sintese -NADPH, BHalcio e L-Arginina. (WU, MENINGER,
2002).

O Oxido nitrico é uma molécula pequena, relativamerstavel. E um radical livre
que, dependendo da sua quantidade pode ter efmtuaficos ou maléficos para o
organismo. O NO liga-se a guanilato ciclase sol(geé € o maior receptor para niveis
fisiologicos de NO), esta ligacdo ativa o segundmsageiro GMPc que realiza suas
funcbes através da ativacdo da proteina kinasendepe de GMPc, a PKG.
(RUSSWURN, KOESLING, 2002). Na musculatura lisacwar a PKG reduz os

niveis de calcio intracelular, levando ao relaxameias fibras musculares lisas.

Entre as funcbes metabdlicas do NO em concentrdigi@l®gicas no organismo,
mostradas na figura 5 temos: 0 aumento da oxidde&acidos graxos por reduzir a
disponibilidade de malonil-CoA, reducdo da sintéseriacilglicerdis por inibicdo da
GPAT (enzima que regula a sintese de triacilgiige elevacdo da lipdlise basal;
estimulacdo do transporte de glicose nos muscusgsiedéticos e tecido adiposo
aumentando a oxidacdo de glicose, reducdo da sidegylicogénio hepatico e da
lipogénese no tecido adiposo (JOBGEN et al., 2006).



25

Oxidagio de Sintese deTriacil Glicerol
Acidos Graxos
- Trunspore de Glicose
Lipolise -
Riogfnese Sintese de Ghicose
Mitocondnal
Fxpressio Génica |
PGC- lu | Sintesede Glicogénio
Fasforilagiin Oxidativa Oxidagio da Glicose

FIGURA 5. Func6es metabdlicas do 6xido Nitricaruncdes metabdlicas onde o NO esta envolvido.

Fonte: Modificado de Jobgen et al., (2006)

Na mitocbndria, o NO age em diversos niveis, devedm propriedade
vasodilatadora, ele regula o fluxo sanguineo paésioy tecidos, e por isso
indiretamente aumenta a disponibilidade de sulbstnaspiratorios para a mitocondria.
Sendo que o exercicio fisico aumenta a dispondukdde NO induzido pelshear
stress(KINGWELL, 2000). Além disso, o NO regula diretamie a ligagdo do oxigénio
e sua liberacéo pela hemoglobina (WOLZT et. aR9)90 NO também tem sua funcéo
na adaptacao a hipéxia. Em situacfes de baixagwowacdes de oxigénio, o NO liga-se
de forma reversivel ao citocromo ¢ oxidase, compgeticom o oxigénio, modulando a
fosforilagdo oxidativa levando a uma melhor redisicdo do oxigénio as células
vizinhas (CLEETER et. al., 1994; BROWN, COOPER, 49%5CHWEIZER,
RICHTER, 1994; CLEMENTI et. al.,, 1999; HAGEN et..,aR003; MONCADA,
BOLANOS, 2006). O NO, por fim, possui efeitos beres na formacdo de novas
mitocdndrias, sendo que a biogénese mitocondrihizida pelo NO é considerada um
sistema de regulacdo do metabolismo celular a Igprgao (CLEMENTI, NISOLI,
2005). Tratamento com doadores de NO aumenta didade de mitocondrias. Este

processo € mediado via ativacdo do GMPc, que atexpressao de PG@;la qual em
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sequéncia estimula a expressdo de NRF-1 e mtTRAertando assim a transcricdo
e replicagdo do DNA mitocondrial (CLEMENTI, NISQI2005).
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FIGURA 6. Via da biogénese mitocondrial ativada p& NO. Diferentes estimulos, incluindo a
ativacdo do sistema nervoso simpatico, atividadgcd] restricio caldrica e suplementacdo de
aminoacidos, em especial a L-Arginina, podem indazproducdo de guanosina monofosfato ciclica
(GMPc) através de um aumento nos niveis da oxitticmisintase endotelial (eNOS) nos musculoes
esquelético e cardiaco. Os genes mitocondriaisieédes na biogénese mitocondrial séo ativados como
consequéncia, levando ao aumento da biogéneseomitdal e do aumento da producéo de ATP.

Fonte: Adaptado de Nisoli et al., (2005).

O NO é assim um sinalizador para a biogénese nmitb@, em acdo coordenada
com a mitocdndria para atender as necessidadasedgiada célula (WU et. al., 1999;
NISOLI et. al., 2003; NISOLI et. al., 2004). A sapientacdo na dieta com L-arginina,
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a qual aumenta a concentracdo sérica de NO e RGExl sido mostrada como uma
possibilidade para aumentar a expressao de NOSediatle producédo de NO, levando
a melhora da biogénese mitocondrial (NISOLI et, 2008). O exercicio fisico é

também um dos estimuladores para a producdo desbi@lo uma das vias para a
biogénese mitocondrial a sua ativagdo através dciex, como mostrado na figura 6.
No entanto, ndo encontramos trabalhos relacionandoplementacdo de L-Arginina

com o treinamento aerdbio crénico na expressapmdésinas mitocondriais.

2.6 Oxido Nitrico: Acdo na glicemia, perfil lipidio, peso corporal e defesa

antioxidante

Como citado anteriormente, o NO em condi¢cdes bawms a capacidade de
otimizar af-oxidacao de acidos graxos pelo musculo esquejéticoentando a lipdlise
e diminuindo a lipogénese, acarretando reducédoassagorda em ratos (FRUHBECK,
GOMEZ-AMBROSI, 2001; JOBGEN et al., 2006).

Ha evidéncias que o NO potencializa a captacadiciesg pelo musculo esquelético
durante a contracdo (McCONELL, WADLEY, 2008), podercontribuir em conjunto
com a atividade fisica para prevenir a hipergli@gemin individuos com resisténcia a
insulina. O NO também pode mediar o efeito da inauha estimulagédo do transporte
da glicose no musculo esquelético (JOBGEN et 8D6P mecanismo dependente da
regulacédo da expressdo de GLUT-4 via ativacdo dRKNKLIRA et al., 2007). Estudos
mostraram que a administracdo d&-ritro-L-arginine methyl ester (L-NAME), um
inibidor competitivo da NOS, prejudicou a secredaansulina e resultou na reduzida
tolerancia a glicose em ratos (ROY et al., 1998umanos (LAAKSO et al., 1992).
Niveis fisiolégicos de NO estimulam a oxidacdo dieoge no musculo esquelético,
caracterizando a importancia de mais estudosaritia 0 NO e o exercicio em relacédo
a utilizacdo da glicose e glicemia.

Como podemos verificar, muitas agdes no metabolatmiouidas ao exercicio e
ao NO sado semelhantes e estéo interligadas. Iskogew exemplificado pelo fato que o
exercicio € um poderoso estimulo para a producddN@e tanto pela tensao de
cisalhamento nas artérias durante o exercétiedr stressgitado anteriormente, quanto

pelo fato que ha evidéncias que a AMPK controlacglypcdo de NO (FRYER et al.,
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2000).A eNOS ¢ fosforilada pela AMPK que é estimuladaradte o exercicio fisico
(CHEN et al., 2003)A nNOS também é fosforilada pela AMPK durante orex,
mecanismo associado ao aumento da captacdo deeglim musculo (CHEN et al
2003; McCONNEL, KINGWELL, 2006). Logo, ha tambémnceetas evidéncias de
gue doadores de NO aumentam a atividade e exprdas@blPK (DESHMUKH et al.,
2010), sendo assim, as vias para os efeitos dooorittico e do exercicio no
metabolismo parecem estar interligadas (figura 7).

ANO
NOS | =—— AMPK
~ PAMPK il
PGC-1c

)

METABOLIC GENE REGULATION

FIGURA 7. Interacdo NO e AMPK na regulacdo da PGC-&. Trabalho anterior promove evidéncias
para propor um feedback positivo entre a produ@aN@ e a ativacao da AMPK, que resulta no aumento
da expressédo da PG@;lgenes mitocondriais e GLUT-4. Embora tanto a AMfi&nto as enzimas NOS
podem ser reguladas por multiplos mecanismos, dackesiores com inibidores da NOS sugerem que a
inibicdo da NOS impede a estimulacdo da biogénéseandrial mediada por doadores de AMPK, como
a AICAR.

Fonte: Modificado de Lira et al., (2010).

A partir da associacdo teorica do exercicio e ®mod nitrico em varios
parametros metabdlicos, realizar uma pesquisa vplee e a associacdo do exercicio
fisico com a L-Arginina, que € o principal subsirgtara a producdo do NO,
potencializaria os efeitos benéficos na formacdoaas mitocondrias, perfil lipidico,
peso corporal, tolerancia ao esforco fisico aerdbi@stado redox de animais €
interessante para pensarmos novas formas de planejgrograma de atividades fisicas
visando a prevencado dos sintomas relacionadosdadfie Metabdlica.
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2.7L-Arginina

Sintetizada pelo organismo a partir do L-glutamatb-glutamina, a L-Arg € um
aminoacido ndo essencial que participa de divéusgdes criticas no organismo, como
a regulacédo do pH, a despolarizacdo da membragéldla endotelial, o metabolismo
dos macronutrientes e no ciclo da uréia (MORRI®,720Na ultima década, a L-Arg
tornou-se largamente reconhecida no ambito da mmesqardiovascular por ser a
precursora para a sintese do 6xido nitrico (COCIB3).

Estudo recente mostra que a fadiga leva a reduggaideis plasmaticos e cerebrais
de arginina e outros aminodacidos, embora sem reddedseu contetdo no musculo
(JIN et al., 2009). A suplementagdo com L-Arg padenentar a biodisponibilidade do
NO, e um estudo mostrou que a suplementacéo aralLeArg reduz a massa gorda e
aumenta a expressado de genes chaves responsdaeecxigacao de glicose e acidos
graxos (FU et al., 2005). O que sugere que a Lpade contribuir para 0s mecanismos
dep-oxidacéo e, portanto, melhorar a capacidade etiemgiurante o exercicio fisico.

Existem quatro vias que competem para a utilizalgéb-Arginina, a via da sintase
de NO (NOS) para a formacdo de NO e de citrulingjaada descarboxilase da L-
Arginina para a formagcdo de agmatina, poliaminagiaue aldeidos; a via da
amidinotransferase da glicina (AGAT) para a forngagé creatina; e a via da arginase
para a formacdo de ornitina, ureia, poliaminaslipaoe glutamato, além disso, a L-
Arginina é um poderoso secretagogo de varios haoa@omo GH, insulina, glucagon
e prolactina (WU, MORRIS, 1998).
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3-JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Prejuizos na funcdo mitocondrial sdo observadodieensas desordens metabolicas
gue envolvem baixa producdo de energia na formaTde e a alta ingestdo caldrica,
como a obesidade, doenca que acarreta diversasordades como hipertensao
arterial, diabetes mellitus tipo 2 e dislipidemi@ANESCO, ANTUNES. 2007,
MORAES et. al.,, 2008). Sabe-se que o0 exerciciccofigromove importantes
adaptacbes no musculo esquelético exercitado, danten a quantidade de
mitocondrias ativas, o0 que aumenta sua capacidadeaptacdo de oxigénio e de
trabalho (HOOD, 2009). Além de melhorar paramesasguineos como a glicemia de
jejum e o perfil lipidico, caracterizado, dentrdros, por aumento nos valores de HDL
e reducdo dos triglicerideos plasmaticos. Sendonass consequente melhora da
biogénese mitocondrial, do perfil lipidico, glicende jejum, reducdo do peso corporal,
expresséo de enzimas antioxidantes, como a SODmerdo da tolerancia ao esforgo
fisico induzida pelo exercicio fisico somada a suplementagdo que permita maior
producao de NO — que conhecidamente age benefitamestes fatores - também pode
trazer beneficios a salude, pois promoveria emgugra manter a funcao celular
normal (VINA et. al., 2009). Dessa forma, inveatigerapéuticas alternativas que
permitam uma melhor fungéo celular e utiliza-lammooprevencado e/ou tratamento de
desordens enddcrino-metabdlicas relacionadas prejuizo da funcéo mitocondrial e
fatores de risco como dislipidemias, e valores a&leg de glicemia, € de extrema
relevancia para reduzir a alta prevaléncia de dbdsie de outros fatores de risco para
a sindrome metabdlica na populacdo, bem como premuoelhor condicdo de saude.
Nossa hipotese € que a associacdo exercicio #sstplementacédo de L-arginina teria
efeitos adicionais na expressao de enzimas rekdasna biogénese mitocondrial e
traria efeitos benéficos sobre o peso corporalfildgridico, glicemia dos animais,
estado redox e tolerancia ao esforco fisico de @mimaudaveis. Assim os objetivos

deste trabalho foram:
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1- OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da associacdo do exerciciodiagrobico a suplementacdo com a
precursora do NO, L-arginina, sobre a biogéneseamitdrial no musculo esquelético
de ratos, perfil lipidico, tolerancia ao esforggdd e estado redox.

4.1 Objetivos especificos
Os objetivos especificos deste estudo foram:

1. Através da técnica de Western blot, detectasipes alteracdes na expressao
citoplasmatica e do extrato enriquecido de mitodasdlas proteinas responsaveis pela
biogénese mitocondrial e estado redox:

* PGC-Iy;

* MtTFA

* Subunidade C da ATP sintase
* NOS endotelial

* NOS neuronal

* CuzZnSOD

e MnSOD

2. Através de andlises bioquimicas, analisar difese parametros sanguineos de

jejum como:
» Colesterol total
» Colesterol HDL
» Triglicerideos sanguineos

* Glicemia de jejum
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* Nitrito e nitrato
« MDA

3. Através de teste de esforco fisico por velo@dadremental, avaliar a tolerancia
ao esforgo fisico dos animais caracterizado pelkim@tempo de permanéncia no teste

fisico em esteira.
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5-METODOLOGIA
5.1 Animais

Ratos Wistar (270-290 g, n=40) provenientes do 1GeMlti-institucional de
Bioterismo da Universidade Estadual de CampinasMIBE: UNICAMP, Campinas,
SP), ficaram alojados no biotério do Departamemtd-drmacologia da Faculdade de
ciéncias médicas (FCM) em gaiolas coletivas. Rdgédornecidaad libitum (Racéo
Padréo Labina, Purina). O biotério dispde de ataoo/escuro (12/12 h).

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité tlea éanimal (CEUA -
UNICAMP), protocolo 2069-1 de 28 de junho de 2Q¥dile anexo A).

5.2 Grupos Experimentais

Para este protocolo, os animais foram divididostegrupos com 10 animais em
cada:
1. Grupo controle sedentario (SD)
Grupo sedentério + L-arginina (SD/LA)
Grupo treinado (TR)
Grupo treinado + L-arginina (TR/LA)

P WD

5.3 Suplementacao oral com L-Arginina

Os animais receberam, durante 8 semanas, suplef@entaal de L-Arg, que foi
administrada por entubacdo orogastrica, utilizeselseringas de 1 ml e agulhas de
gavage (figura 8), onde foi administrada uma dosgiad de 62,5 mg/ml/dia/rato
(YANG et al., 1998).

FIGURA 8 - Administracéo oral de L-Arginina.



34

5.4 Programa de Treinamento Fisico: Corrida em este

Na primeira semana de estudo, todos os animaisifetdmetidos a um periodo de
adaptacdo a esteira que consistiu em manter osa@nima esteira em velocidades
variando entre de 0,3 km/h no primeiro dia até Kh8h no quinto dia da semana.
Progressdes de tempo na duracdo das sessdes tdorvaémrealizadas até que os
animais conseguissem permanecer correndo na gstei@ minutos. Apos o periodo
de adaptacgdo, o treinamento fisico foi iniciado aome velocidade de 0,6 Km/h na
primeira sessdo, aumentando progressivamente oco&fa@r evolugdo do grupo de
animais, até atingir a velocidade final de 1,2 kra/lpartir da segunda semana de
treinamento. Esta intensidade de exercicio es@lbidresponde a velocidade em que
0s animais atingem a maxima fase estavel de lactatgue corresponde uma
intensidade aerébia de exercicio (MANCHADO et2005).

As sessbes de exercicio foram realizadas 5 diasgoaena, com duracdo de 60
minutos cada, durante o periodo de 8 semanas. #s§es foram realizadas em uma
esteira ergométrica elétrica, em baias individusgsy as seguintes dimensdes: 0,70 m
de largura, 0,45 m de altura e 1,35 m de comprimekpés o término do periodo total
de treinamento, os animais foram mantidos em reppos um periodo de 48 horas,

antes de serem sacrificados.

FIGURA 9 - Treinamento de corrida em esteira.
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5.5 Teste de esforco

O teste de esforgo constituiu em um protocolo esealo com incrementos de
velocidade de 0,3 km/h a cada 3 minutos, até giaeasmgida a velocidade maxima
suportada pelos animais. O critério utilizado mEadeterminacédo da exaustdo do animal
e interrupcao do teste foi 0 momento em que o ndiw foi mais capaz de correr
mediante o incremento de velocidade da esteira BR®) WHITE, 1978). Este teste
apresenta correlacdo significativa com a medidaa@twsumo direto de oxigénio em
ratos machos, conforme evidenciado por Rodriguesl.et(2007), o que permite

fidedignidade para o controle do treinamento fisico

5.6Peso corporal e consumo alimentar

O peso corporal e 0 consumo alimentar dos animaisf mensurados ao inicio do
protocolo experimental e semanalmente até o fioastudo.

Apo0s o sacrificio, a gordura epididimal foi isolaglpesada para estimar o acimulo de
gordura tecidual (FU, et al., 2005).

5.7Determinacdo dos Parametros Bioquimicos

As amostras de sangue que foram processadas parecé@d de plasma para as
dosagens bioquimicas foram coletadas apos jejumrnmtde aproximadamente 14
horas. A glicose sanguinea de jejum foi mensuraddizamdo uma gota de sangue
caudal e os valores foram constatados por fitdvasede teste (Advantage Roche, S&o
Paulo, SP, Brasil) e monitor digital de glicemiad¢antage Roche, Sdo Paulo, SP,
Brasil) seguindo as instrucdes do fabricante. Lagos a dosagem da glicemia, os
animais foram anestesiados com halotano e atrazésnth incisdo longitudinal no
abddémen do animal foi coletado o sangue arteriahl)/ pelo ramo descendente da

artéria aorta.
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5.7.1 Perfil lipidico

Os niveis de colesterol total (CT) e trigliceridd@AG) foram medidos pelo
método enzimatico utilizando-se kit especifico (LGBLAB). O HDL-colesterol
(HDL) foi determinado pelo método da precipitacditizando também kit especifico
(LABORLAB).

5.7.2 Determinagao das concentragdes de nitrato e nitrittNOy) em tecido

muscular e substancias reativas ao acido tiobarbitico (TBARS)

Amostras de extrato citoplasmético foram filtradas utilizadas para a
determinacdo da producdo endogena de NO por meiqudatificacdo dos anions
nitrato (NQ) e nitrito (NQ), produtos terminais da oxidacdo do NO pelo método
ELISA (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), segdin as instru¢cdes do
fabricante. A concentracéo de nitrito e nitratogidsmatico foi determinada pela razédo
da concentracdo obtida com a leitura da absorbéd@isamostra filtrada com a
concentracdo da quantificacdo protéica da mesmateamo

A técnica de TBARS, para analisarmos o contelud®liBA plasmético ocorreu
também pelo método ELISA (Cayman Chemical, Ann Arbdl, USA) conforme

instrucdes do fabricante.

5.80Dbtencéo do extrato enriquecido de mitocondrias

A técnica de isolamento da fracdo enriquecida deadmndrias do musculo
esquelético de ratos foi baseada em técnica despar trabalhos anteriores
(TONKONOGI , SAHLIN, 1997; SILVEIRA et al., 2006). Esta técaideve por
objetivo a separagdo de um extrato enriquecido decamdrias e um extrato de
citoplasma, onde ambos foram usados para as anglisteriores por Western Blot.
Para conseguir esses extratos, 0s musculos gaammos de ambas as patas do animal
foram homogeneizados em um béquer fixado no geto wm meio contendo 100mM
de sacarose; 100mM de KCL; 50mM de Tris-HCI; 1ImMKd¢,POy; 0,1mM EGTA e
0,2% de albumina sérica bovina (BSA); pH 7,4. Engugin, foram realizadas
centrifugacdes diferenciais para recolhimento dimpasma em tubo separado e

separacao da fracdo enriquecida de mitocondriaartar plo recolhimento do pellet
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mitocondrial e re-suspenséo da fracdo de mitocasdm meio contendo 225mM de
manitol; 75mM de sacarose; 10mM de Tris HCI; 0,1adMEDTA; 10mM de KEHPO,
e 10 mM de KCL; pH 7,4.

5.9Avaliacao da biogénese mitocondrial por Western Bto

As amostras de extrato citoplasmatico e enriquediglanitocondrias do musculo
gastrocnémico foram utilizadas para a determinagéooncentracdo de proteinas pelo
método de Bradford (1976), e entdo a quantidadessécia para aplicar [{§ de
proteina no gel de acrilamida foi calculada pardacamostra. Em seguida foi
preparado o gel em um sistema Mini-Protean (BioR#ath deteccdo proteinas de
interesse para a realizagcéo do projeto.

Além das isoformas de NOS, as proteinas de ineg®s avaliacdo da biogénese
mitocondrial foram a mtTFA e subunidade ¢ da ATRtasie (proteina mitocondrial
participante do mecanismo de producéo de ATP, aupento indica maior numero de
mitocondrias). A expressdo da CuzZn-SOD ocorreuapeas amostras citoplasmaticas
e da MnSOD apenas no extrato enriquecido de mith@®

5.9.1 Eletroforese e transferéncia das amostras

As aliquotas do homogenato foram diluidas em soluE Laemmli (Uréia- 0,5
mM; SDS- 0,17 mM; DTT- 3uM; Tris- HCL pH=8 - 0,01 M e Azul de bromofenol-
0,5%) e mantidas a 99°C durante 4 minutos e, emidagestas amostras foram
aplicadas no gel com SDS a 3% (Lauril Sulfato Sm)dpoliacrilamida (SDS-PAGE) e
submetidas a eletroforese em gel com 7,5 % de SM&cplamida (SDS-PAGE) em
um sistema Mini-Protean (Eletrophoresis Cell, BioRad) durante aproximadaeén
horas, a uma corrente constante de 100 Volts (PBaer200, BioRad). Junto com as
amostras foi aplicado no gel um padrdo de proteimascadores de peso molecular”
(BioRad). Apos a eletroforese, as proteinas foramsferidas para uma membrana de
polivinil difluorida (PVDF, Hybond P, Amersham Lif8cience), previamente ativada,
durante 20 segundos, com metanol. Para a transferérgel, a membrana e o papel
Whatman foram colocados em um sistemaatedwiche imersos em uma cuba (Mini-

Protean IlI, Modulo de Transferéncia, BioRad) codterm solugdo de transferéncia
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(Tris- 25 mM; Glicina- 190 mM; SDS-0,05 % e Metan@0 %). O sistema foi
submetido a uma corrente de 230 mA (Power Pac B@®Rad), durante 18 horas. A
transferéncia foi confirmada através da coloragdogel com Ponceau (ROMERO-
CALVO et al., 2010). As proteinas das membranaanfiofixadas e coradas com acido
aceético 1%, por 5 minutos, e coradas com Poncéay-atido acético-1% durante 05
minutos. A descolororacdo das membranas foi f@ta oma sequéncia de lavagens
iniciada com agua destilada seguida por finalizagio o TBS-T (Tris- 10 mM, NaCl-
100 mM e Tween 20- 0,1 %). As membranas foram entidadas durante 60 minutos
a temperatura ambiente e sob agitacdo com umaasohloqueante (leite desnatado
5%, Tris- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1 %).

5.9.2 Incubacdo com os anticorpos e deteccéo das prote$nde interesse

Para a deteccdo das proteinas de interesse, asranastforam incubadas
durante 15 horas com anticorpo primario contrasaf®imas da NOS (eNOS e nNOS) e
das proteinas relacionadas a biogénese mitoconan@FA e subunidade ¢ da ATP
sintase, além da MnSOD e CuzZnSOD, em solucdo blogeeca temperatura de 4°C e
sob agitacdo. Em seguida, as membranas foram g@adezes durante 15 minutos com
TBS-T (Tris- 10 mM, NaCl- 100 mM e Tween 20- 0,1 ,%90b agitacao.
Posteriormente, estas membranas foram incubadasmicorpos secundarios, diluidos
em solucdo bloqueante e incubados por 90 minutdem@eratura ambiente e sob
agitacdo. Ao final, o excesso dos anticorpos seusliforam lavados com solucao de
TBS-T em 3 lavagens sucessivas de 10 minutos éadaroteinas foram detectadas por
uma reacdo de quimioluminescéncia utilizando urtersia de deteccédo (ECL Plus,
Amersham Life Science). A seguir, as membranasrfa@locadas em contato com um
filme fotogréfico (Hyperfilm, Amersham Life Scierj¢e& as bandas impregnadas foram
posteriormente reveladas. A razdo da coloracdo deced@u foi realizada para
normalizacédo da expressao das proteinas de irdgRESVIERO-CALVO et al., 2010).
A analise densitométrica das bandas das protegpmaglas pela técnica ti¢estern
blot foram feitas pela gravacéo dos filmes por sganner.Para andlise e quantificacdo

das bandas foi utilizado o programa de analisendgé&nsScion Image.
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6-ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como mesliarro padrdao da meédia (S.E.M) para
experimentos. Foram realizadas analise de variagldOVA one-way para
determinacdo das diferencas entre os grupos eeptes-tle Tuckey, utilizando o

programa Graph Pad Prism 5.0, e foi adotado um dévsignificancia de P<0,05.

7-RESULTADOS

O peso corporal dos ratos e os valores de racaeridiag foram avaliados
semanalmente. O peso da gordura epididimal foiial@lap6s sua retirada depois do
sacrificio dos animais. Os resultados sdo mostradosFigura 10, 11 e 12. O
treinamento fisico promoveu menor ganho de pespocar quando comparado aos
animais sedentarios, e este efeito foi observads apegunda semana de treinamento
até o final do estudo, que néo foi dependente deginina. Os grupos SD/LA, TR e
TR/LA apresentaram menor quantidade da gordurademadl em relacdo aos animais
SD, sendo esse efeito mais pronunciado nos andoagsupo TR. Os animais treinados

também apresentaram menores valores de racaodadég. 12).
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FIGURA 10. Evolucdo do peso corporate ratos sedentarios (SD), sedentarios suplenmntad
com L-arginina (SD/LA), treinados (TR) e treinadaglementados com L-arginina (TR/LA).
*p<0,05 TR e TR/LA comparados ao grupo sedent&io)(
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FIGURA 11. Massa da gordura epididimalde ratos sedentarios (SD), sedentarios suplen@stzmn
L-arginina (SD/LA), treinados (TR) e treinados supéntados com L-arginina (TR/LA) retirada apés o
sacrificio. *p<0,05 SD/LA comparado ao grupo sedeat(SD); **p<0,01 TR/LA comparado ao grupo
SD; ***p<0,001 TR comparado ao grupo SD.
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FIGURA 12. Ingestdo alimentar dos grupos animaisde ratos sedentarios (SD), sedentarios
suplementados com L-arginina (SDLA), treinados (TeR)}reinados suplementados com L-arginina
(TRLA). **P<0,01 TR e TRLA comparado ao grupo SD.

A toleradncia ao exercicio fisico foi avaliada aéswle um teste de esforco
realizado na esteira, com velocidade incrementd,8eKm/h a cada 3 minutos, até a
exaustdo. Os testes foram realizados em 3 etapasmeiro teste foi realizado pré-

tratamento/treinamento fisico, apos a primeira sente adaptacdo a esteira de todos
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0s animais. Ao término da 52 e da 82 semanasstelce todos os grupos foram

novamente submetidos a um novo teste de esforganaamas condic¢des.

A figura 13 mostra que os animais selecionados psrgrupos treinados eram
mais tolerantes ao exercicio fisico, permaneceradl@steira por tempo superior aos
tempos alcancados pelos ratos do grupo controlés Ap52. e 82. semanas de estudo,
observamos que os ratos sedentarios apresentaramqueda na tolerancia ao exercicio
fisico, sendo capazes de manter a atividade figicaama média de apenas 4 minutos,
para as 52 e 82. semanas, do tempo observaddcimdo estudo. A suplementacdo
com L-arginina preveniu esta reducédo observadaanivsais sedentarios, uma vez que
nao houve diferenca significativa entre o tempexgstdo nos testes de esfor¢co nas 52
e 82 semanas em relacdo a semana 1. Por outrcokadajmais treinados apresentaram
aumento na tolerancia ao esforco muito mais praadoc Nos animais submetidos ao
treinamento fisico sem suplementacdo com L-arginimauve uma tendéncia de
melhora na tolerancia ao exercicio apos 5 e 8 sa&snd@ estudo, cujo exercicio fisico
foi mantido em minutos por 20+1 e 23+3 respectivai®meA associagdo exercicio fisico
e suplementacdo com L-arginina promoveu aumentoifisigtivo na tolerancia ao
exercicio fisico nas 52. e 82 semanas de estudi® os ratos se mantiveram em
exercicio por 20£2 min. e 27+2 min., apresentandieste da 8% semana diferenca
significativa tanto em relacdo as semanas 5 erhekmo grupo, quanto em relacdo ao
teste da 82 semana dos animais TR. A figura 14renostendimento em porcentagem
dos animais TR e TR/LA do terceiro teste em relagiprimeiro. Ha4 um claro aumento
de rendimento nos grupos treinados, em especiatupogTreinado + L-arginina
(75,5%), sendo que o grupo treinado apresentouangelie 27,5%, contribuindo para

os dados apresentados na figura 13.
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FIGURA 13. Toleréancia ao esforcaavaliada através de teste de esfor¢co com velogithetlemental até

a exaustdo, em ratos sedentarios e treinados, sdbmeu ndo a suplementacdo oral com L-Arginina.

*P<0,05 TR semana 8 em relacdo a semana 1; *p<B@kemanas 8 e 5 em relacdo a semana 1; &
p<0,05 TR/LA semana 5 em relacdo a semana 1; *@3D TR/LA semana 8 em relacdo a semana 1;
#p<0,05 TR/LA semana 8 em relacdo a TR semana 8.
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FIGURA 14. Rendimento dos grupos TR e TRLAno teste de esforcaPercentual de rendimento dos
animais TR e TR/LA no teste de esforco da semaara Blacdo a semana 1.

Apos as 8 semanas de estudo e 12 horas de jejgiiceaia foi dosada no
sangue periférico (através de glicosimetro modeto-@hek performa, Roche, Brasil) e
imediatamente apo6s o sacrificio, amostras de samgegal foram coletadas com anti-
coagulante, centrifugadas para a separacéo do gl&ssubsequente dosagem do perfil
lipidico (kits de triglicerideos, colesterol tomHDL - colesterol, Laborlab, Brasil). As
figuras 15, 16, 17 e 18 mostram que 0s animais stibos ao treinamento fisico

apresentaram valores significativamente menoreglidamia e dos triglicerideos em
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relacdo aos animais do grupo sedentario. Valonegaiados nos niveis plasmaticos de
colesterol total foi observado apenas em relac8@mainais sedentarios suplementados
com L-Arginina, ndo havendo modificagdo nos valodes HDL - colesterol. A
suplementacdo com L-arginina ndo teve efeito sabngerfil lipidico dos animais
sedentarios. No entanto, em relacdo aos animarsmdas ha valores mais altos da
glicemia, sendo estes ainda considerados dentiaddio aceitavel, ou seja, até 100
mg/dl (AMERICAN DESEASE ASSOCIATION, 2011). Nos amis treinados, a
suplementacdo com L-Arginina reduziu os niveisriggidérides em relacdo aos grupos

SD e SD/LA, no grupo TR essa alteracéo se deu amanaelacédo ao grupo SD/LA.

100~ .
)
[@)) 80_ —— - *kk *%k%
\E/ S——
E 604
o)
o 404
o
@
GE) 204
2 8 7 9
o 0-
] ] ] ]
Q v <& v
2 M A N
82,9+0,7 go1+1  T731:09 74108

FIGURA 15. Glicemia de jejum de ratos sedentérios (SD), sedentérios suplem@ntadm L-arginina
(SD/LA), treinados (TR) e treinados suplementada® ¢ -arginina (TR/LA). *p<0,05 TR em relacdo a SD;
***p<0,001 TR e TR/LA em relagédo a SD/LA.
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FIGURA 16. Triglicerideos plasmaticosde ratos sedentéarios (SD), sedentarios suplenmantzan L-
arginina (SD/LA), treinados (TR) e treinados sup@mdos com L-arginina (TR/LA). *p<0,05 TR em
relacdo a SD/LA; **p<0,01 TR/LA em relacdo a SDR/ISA.
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FIGURA 17. Colesterol total de ratos sedentarios (SD), sedentarios suplem@nteaim L-arginina
(SD/LA), treinados (TR) e treinados suplementadms ¢.-arginina (TR/LA). *p<0,05 TR e TR/LA em
relacdo a SD/LA.
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FIGURA 18. Valores de HDL colesterol plasmaticode ratos sedentarios (SD), sedentarios
suplementados com L-arginina (SD/LA), treinados Y(TRtreinados suplementados com L-arginina
(TRILA).

Através da técnica de Western Blotting foram gi@atlas as expressées
protéicas da mtTFA; ATP sintase C; nNOS endoteliaturonal; CuZnSOD e MnSOD
do extrato citoplasmatico e enriquecido de mitociaxsddo musculo gastrocnémico dos

grupos animais.

A figura 19 mostra que o treinamento fisico asstiria suplementacado com L-
Arginina aumentou os valores de mtTFA no extratoptasmatico e enriquecido de
mitocdndrias relagdo aos animais sedentarios. Eanbhaja uma clara tendéncia de
aumento da mtTFA nos grupos SD/LA e TR também datde a SD no extrato de
mitocondrias e um aumento significativo da mtTFAaitosol no grupo TR, a andlise

de ANOVA néo detectou diferenga estatistica.
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FIGURA 19. Expresséao do fator de transcrigdo mitocadrial A (mtTFA) no extrato citoplasmatico e
no extrato enriquecido de mitocdndrias do musgalstrocnémico dos ratos SD, SD/LA, TR e TR/LA.
Mitocondria: *p<0,05 TR/LA em relacdo a SD. Citogtea: *p<0,05 TR/LA em relagéo a SD.

A figura 20 mostra a expressao protéica da ATRasinsubunidade C. Podemos
observar que a associacdo treinamento fisico eemaptacdo com L-arginina
promoveu valores significativamente maiores da esgq#o dessa enzima em
mitocdndrias de musculo esquelético quando compagas demais grupos (SD,
SDLA, TR).
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FIGURA 20. Expressao da ATP sintase subunidade @o extrato enriquecido de mitocondrias do
musculo gastrocnémico dos ratos SD, SD/LA, TR e.AR*p<0,05 TR/LA em relagéo a SD.
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A figura 21 apresenta os valores da expressaoi@aad@ enzima oxido nitrico
sintase neuronal (NNOS) e endotelial (eNOS) naptasma e extrato enriquecido de
mitocondrias. Podemos verificar que existe umaéera@d de aumento da nNOS no
citoplasma nos grupos experimentais em relacaorgmogeontrole (SD). No entanto,
somente no grupo TR/LA essa diferenca atingiu Safmcia estatistica. Em extrato
enriguecido de mitocondrias ndo observamos nenldifi@@nca entre 0os grupos para a
expressao protéica da nNOS.
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FIGURA 21. Expressao da enzima Oxido nitrico sintas neuronal (nNOS)no extrato citoplasmatico e
extrato enriquecido de mitocondrias do musculorgasémico dos ratos SD, SD/LA, TR e TR/LA. *p<0,05
TR/LA em relacdo a SD.

Com relagéo a expressao protéica da enzima eNQ®mus observar que sua
expressao nao foi alterada em nenhum dos gruposrieygmtais no citoplasma de

musculo esquelético (Figura 22).
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FIGURA 22. Expressao da enzima 6xido nitrico sintasendotelial (eNOS) no extrato citoplasmético
do musculo gastrocnémico dos ratos SD, SD/LA, TIRAA

A figura 23 mostra os valores citoplasmaticos deétmie nitrato que foram
determinados pelo método ELISA. O grafico mostra fauve aumento significativo
nas concentracdes citoplasmaticas de NOx nos aninesmados e suplementados com

L-arginina quando comparados aos demais grupos.
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FIGURA 23. Valores plasmaticos e citoplasmaticos de Nitritoteto (NOXx) de ratos SD, SD/LA, TR e

TR/LA. *p<0,05 TR/LA em relacdo a SD; **P<0,01 TR{lem relacao a SD/LA.

A expressdo protéica da enzima antioxidante suplroxdismutase
citoplasmatica (CuZnSOD) e mitocondrial (MnSOD) s#@ostradas na figura 24. O
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treinamento fisico promoveu aumento significativ@ ekpressdo da CuZnSOD em
relacdo aos animais SD, sendo este efeito maisipc@ado nos animais do grupo TR
(1,67+0,13). No extrato enriquecido de mitocondriapenas os animais TR/LA

apresentaram elevacao da expresséao protéica aaaehziSOD.
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FIGURA 24. Expressdo da CuZnSOD no extrato citoplasmatico e d&nSOD no extrato
enriquecido de mitocondriasdo musculo gastrocnémico de ratos SD, SD/LA, TRRELA. *p<0,05
TR/LA em relacdo a SD no extrato citoplasmaticqpe®05 TR/LA em relacdo a SD, SD/LA e TR no
extrato enriquecido de mitocédndrias. **p<0,01 TR eacdo a SD.

Com relacao aos valores de malondialdeido, um dwosadores de dano celular
causado pelo stress oxidativo, somente 0s animaes @ceberam L-arginina
apresentaram seus niveis elevados (grupo SD/LAeE©Ra0 aos demais grupos (figura

25).
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FIGURA 25. Valores de malondialdeido plasmaticode ratos SD, SD/LA, TR e TR/LA. *p<0,05
SD/LA em relacéo a SD.
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8-DISCUSSAO

A partir dos resultados apresentados, observamnsrnganho de peso corporal,
de massa de gordura epididimal e de ingestdo danems animais submetidos ao
treinamento fisico. Esses achados podem ser dewmidoaior utilizacdo de substratos
energéticos e dispéndio de energia para contrag@sTutar. Além disso, os ratos
sedentéarios tratados com L-arginina apresentaradéteia a menor ganho de peso
corporal e menor massa da gordura epididimal eagdiel aos ratos do grupo sedentario,
0 que corrobora com o estudo de Fu et al., (2@ demonstrou que a suplementacao
de L-Arginina (administrando-se 1,51% de L-Arg- H@h &gua de beber) por 10
semanas reduziu o peso corporal e a massa de goggudidimal em ratos Zucker
diabéticos e obesos (ZDF). Assim, estes dadosandique a via L-Arginina/NO
poderia ser capaz de aumentar a lipdlise no tedgmwso €-oxidacao de lipidios para
producdo de energia, além da diminui¢cdo da lipaggngma vez que trabalhos prévios
mostraram que o NO também regula o metabolismondtsentes (JOBGEN et al.,
2006). Por outro lado, ndo houve diferenca no gateh@eso corporal entre 0s ratos
treinados com e sem suplementacdo com L-Arginugerindo que em ratos treinados
saudaveis, a suplementacdo com L-Arginina ndo feitoedicional. Trabalho anterior
realizado em nosso laboratério (SILVA, 2009) dentansque a suplementacao de L-
Arginina (administrada na agua de beber, 1,25gdkrespondente a uma dose
semelhante que a administrada neste trabalho) peménas, associada ao treinamento
fisico reduziu significativamente o peso corpomlkatos. No entanto, deve-se enfatizar
que além da dose, os animais tratados por SILVA €009) tiveram a L-arginina na
agua de beber com menor controle da ingestdo deemuaosso estudo, que foi por
gavage e individual, o que poderia explicar a diiea nos resultados relacionados ao
peso corporal. Em relagdo a ingestdo alimentararisiais treinados apresentaram
menor consumo semanal de ragéo, resultado sinulastdo de SILVA et al. (2009).
TITCHENAL (1988) pesquisou as diferencas de consahmeentar em ratos treinados,
mostrando que ratos Wistar treinados apresentamormeonsumo alimentar. A
diferenca na ingestdo alimentar pode ser um dosefafpara o menor ganho de peso
corporal nos grupos treinados.

O desempenho fisico foi avaliado através de telessforgo, onde verificamos
a menor tolerancia ao exercicio em ratos sedesi&lmservada pelo menor tempo de

exercicio obtido neste grupo no teste intermedi&fioal, mostrando que com o0 avango
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da idade e o ganho de peso corporal, ocorre reddgémapacidade dos ratos em se
exercitar. De fato, estudo prévio mostra que dammabodlicos causados pelo
sedentarismo, excesso de peso e obesidade, levanenar desempenho fisico,
refletindo uma deficiéncia na utilizacdo da enefgiara revisdo, ver ROGGE, 2009).
Esses menores niveis de energia dependem de umalsélisturbios causados pelo
sedentarismo e adiposidade como: diminuicdo daag&im de acidos graxos e baixas
concentracdes basais de ATP com prejuizo na fumg@@condrial. Em nosso estudo, a
suplementacdo com L-Arginina preveniu esta reduigdtolerancia ao esforco devido
ao fato de ndo haver diferencas significativaseendrtestes de esforco nas semanas 1, 5
e 8. No entanto, os efeitos benéficos da suplem@ntésolada sdo menores que 0s
efeitos observados nos grupos submetidos a exertéito somente ou associado a
suplementacdo, uma vez que nos ratos submetidosexaocicio fisico sem
suplementacao, foi observada uma tendéncia de maeftzotolerancia ao exercicio no
decorrer dos 3 testes. Trabalho anterior em noabordtorio mostrou que ratos
submetidos ao treinamento fisico apresentam maiopd de corrida até a exaustao
(GOMEZ-CAMPOQOS, 2010). Esses resultados confirmanbeygeficios do treinamento
aerdbio na reducédo da fadiga nos parametros peoér oxidacdo dos substratos pela
musculatura e maior consumo de oxigénio - (MCARLtEI., 2002).

A partir da analise da glicemia de jejum podemasfigar que nenhum grupo
teve os parametros glicémicos acima dos valoresiderados normais, sendo esses até
100 mg/dl (AMERICAN DESEASE ASSOCIATION, 2011). Qeinamento fisico
produziu reducéo da glicemia sugerindo que a captae glicose possivelmente foi
melhorada pelo exercicio fisico. Por outro ladoamsnais sedentarios tratados com L-
Arginina apresentaram valores superiores da gl@eam relacdo a ambos o0s grupos
treinados e treinados com suplementacdo. No entasga variagdo manteve os valores
glicémicos dentro dos parametros considerados &xegst e ndo houve diferenca
significativa em relacdo ao grupo sedentario nduestentado. Sabe-se que a L-
Arginina € um importante secretagogo de diversasmfinios como o GH e insulina
(SPINAS, 1999; SMUKLER et al.,, 2002). Assim, o aumboe da glicemia pela
suplementacdo de L-arginina poderia ser devido i@arnagédo do GH, um horménio
hiperglicemiante em relacdo a insulina (KANALEY at, 1997; CHROMIAK,
ANTONIO, 2002; KANALEY, 2008). No entanto, mediddssses hormonios precisam

ser feitas para que nossa hipotese seja confirmada.
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O treinamento fisico apresentou efeitos benéfi@seducdo dos triglicerideos
plasmaticos, sendo este efeito mais pronunciado aauplementacédo de L-Arginina,
contudo, sem haver diferencas entre 0os gruposattes 1 Estudos em seres humanos
(WOOD et al., 1979; CASELLA-FILHO et al., 2011) taém demonstram essa
reducdo apods treinamento fisico a longo prazo. Emb@balhos mostrem que a
suplementacdo com L-Arginina diminui os valoresspiaticos de TAG (JOBGEN et
al., 2006), s6 encontramos este efeito benéficadua suplementacéo foi associada ao
treinamento fisico. Sabe-se que o exercicio figoo a funcdo de diminuir a atividade
da enzima GPAT, que é responsavel pela formacabAde no tecido adiposo. Além
disso, o exercicio faz com que haja maior utilivagd®e &cidos graxos pelas
mitocondrias, diminuindo a concentragdo desseslasma. Portanto, o treinamento
fisico empregado por nos foi benéfico na reducdsalparametro.

Com relacdo aos valores de colesterol total, osreml aumentados desse
parametro encontrados nos grupos TR e TR/LA podamglicados ao fato de que o
treinamento fisico aumenta a mobilizacdo de aojslagos para a circulacdo sanguinea
causada pelo aumento da lipolise. Esses acido®gifaxmam acetil-CoA, que seria
utilizado para &3-oxidacdo de acidos graxos. Dentro da mitocongaate do acetil-
CoA forma Acetoacetil-CoA, e depois HMG-Co0A, quera precursor para a sintese do
colesterol e da formacao de corpos cetonicos (LIEBQ7). Da mesma forma, ha uma
tendéncia da reducdo do colesterol total a pagisublementacdo com L-Arginina,
mostrada em trabalhos anteriores (WU, MEININGER)®QIOBGEN et al., 2006),
onde a producdo do NO a partir da suplementacéo lcédwginina teria um efeito
hipocolesterolémico (KUROWSKA et al., 1998). Naauhe diferenca estatistica nos
valores de HDL colesterol entre os grupos. Estudostram que o exercicio fisico tem
a capacidade de aumentar o HDL (DESPRES, LEMARCH®94). Entretanto,
trabalho anterior onde o treinamento de natacdocesk a suplementagcdo de L-
Arginina também n&do mostrou haver diferencas saatifas nos valores de HDL
colesterol (CHIYODA et al., 2009).

Os resultados de Western Blotting apresentadosramostjue o treinamento
fisico associado a suplementacdo com L-argininafitivo em promover elevacéo da
expressao protéica de mtTFA tanto no citoplasmantquao extrato enriquecido de
mitocdndrias, com similar magnitude, indicando festes benéficos desse tratamento
na biogénese mitocondrial. No entanto, sdo negessaais estudos para a verificacao

da quantidade e tamanho das mitocéndrias por necmpis eletrbnica, para vermos se
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esse aumento da sinalizacéo para a biogénese midtaaaesultou, de fato, no aumento
no numero e tamanho das mitocéndrias dos aningisattos e suplementados com L-
Arginina. De maneira similar aos achados de mtT&Axpressao protéica da enzima
ATP sintase C foi aumentada nos animais do grupAREmM conjunto, esses dados
mostram que o treinamento fisico associado a s@plao com o doador de NO, L-
Arginina apresentam a capacidade de aumentar l&zagéo da biogénese mitocondrial
e possivelmente aumentar a produgcao de ATP. Cladi, g2001) citam a mtTFA como
o fator primordial para a regulacdo ao mtDNA, esseiveis seriam proporcionais ao
MtDNA, o que reforca nossa hipétese de que a assmri exercicio fisico e
suplementacdo com L-Arginina aumentam a biogénéseondrial.

Em relagdo a nNOS citoplasmatica e do extrato eecigo de mitocondrias,
nossos resultados mostram que a suplementacdo céwgiriina associada ao
treinamento promoveram aumento da expressdo da niOé&ktrato citoplasmatico,
que foi positivamente associado a maior concerdrag@ nitrito e nitrato
citoplasmaticos nesse grupo, mas nenhuma alterBgjdobservada na expressao
proteica de NNOS em mitocondria. Estudos anterime@sgraram aumento da expressao
da nNOS como efeito do treinamento fisico, mas foéam encontrados estudos que
apresentassem a associacdo do treinamento com lamsufacdo de L-Arg.
(VASSILAKOPOULOS et al.,, 2002; HUBER-ABEL, 2011).rdbalhos mostram a
importancia da NOS na biogénese mitocondrial bassds n&o na biogénese
mitocondrial induzida pelo exercicio (WADLEY, CHOAT McCONELL, 2007,
WADLEY, McCONELL, 2007; McCONELL et al., 2009), sdm que nesses
experimentos a inibicdo da NOS causou reducédoatgebese mitocondrial basal, mas
nao atenuou a biogénese mitocondrial induzida getocicio.

Com relacdo a eNOS, nenhuma alteracdo foi obsermadaa enzima em
musculo esquelético. Estudos com ratos idosos (S@N@I., 2009) também nao
mostraram aumento na expressdo da eNOS com ontieia fisico. No entanto, em
ratos saudaveis submetidos a 4 semanas de treittaa@ibio, Vassilakopoulos et al.,
(2002) encontrou aumento na expressao tanto da mN@/sto da eNOS no musculo
gastrocnémico. Mostrando a necessidade de maidossavaliando a expressdo da
eNOS associada ao treinamento e a L-Arginina.

Em conjunto, nossos dados indicam que o treinamésitoco associado a

suplementacdo de L-arginina promove maior proda@&NO, através da nNOS, que
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por sua vez poderia elevar os niveis de mtTFA e #iBse C, acarretando em aumento
na biogénese mitocondrial.

A expressdo da enzima antioxidante CuZnSOD foi atse@ com o
treinamento fisico e com o treinamento associaglgpéementacdo, mas esses resultados
sdo mais pronunciados no grupo TR. Corroborandoesiodos que mostram aumento
da expressao dessa enzima com o treinamento {iHicBU, 1992; ALESSIO, 1993)
sugerindo uma adaptacéo dos animais treinadosmendo das EROs produzidas pelo
exercicio.

A enzima MnSOD s6 foi aumentada no grupo TR/LA maoxio que a
suplementacdo associada ao treinamento fisico lewowma maior adaptagéo
antioxidante na mitocondria, sendo benéfica, j& deficiéncia na MnSOD leva a
aumento no stress oxidativo e diminuicdo na funpéocondrial (LUSTGARTEN et
al., 2011). Considerando todos esses efeitos naessgn protéica das enzimas
antioxidantes, podemos concluir que o sistemardpdaamento de espécies reativas de
oxigénio estava melhorado e assim, era esperadogjnéveis plasmaticos de MDA,
gue mede indiretamente o estresse oxidativo, na@ssem alterados no grupo TR/LA,
0 que confirmou nossa hipdtese. No entanto, noog®ip/LA houve aumento nos
niveis de MDA. Trabalho prévio mostrou efeitos filees da L-Arginina na diminui¢ao
de MDA em ratos sedentarios, treinados e diabétigdd ANG et al., 2009;
MOHAMEDIN et al., 2007), embora as concentracfesLegrginina tenham sido
discrepantes entre os dois estudos e o estudosdo mPupo de pesquisa (2% Arg na
dieta; 300mg/kg; 62,5mg/ml, respectivamente). Assiéo € claro ainda a razdo dessa
elevacéo encontrada nesse grupo.



TABELA 1 - Sumario dos resultados

Parametro

Resultado

Ganho de peso corporal

|TR e TR/LA

Massa da gordura epididimal

ISD/LA, TR e TR/LA

Tolerancia ao esforco (Ultimo teste)

1TRILA

Glicemia de jejum ITR e TR/LA
Triglicérides plasmaticos TR e TR/ILA
Colesterol Total 1TR e TR/LA

HDL Colesterol

N&o houve diferencas

MnSOD 1TR/LA
NOx citoplasmatico TTR/LA
MtTFA (citoplasmatica e mitocondrial) | 1TR/LA
ATP sintase C TTR/LA
NNOS (citoplasmatica) TTR/LA

NNOS (mitocondrial)

N&o houve diferencas

CuzZnSOD

1TR e TRILA

MDA

1SD/LA

FIGURA 26 — Resumo dos resultados e conclusdes

Marcadores da Biogenese
mitocondrial
[Cnzimas antioxidantes

fdolerancia ao
ESTOrCcoO ISICO
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9-CONCLUSOES

A suplementacdo com L-Arginina, associada a umrpmg de treinamento
fisico aerdbio traz beneficios no que diz respgit@umento do marcador da biogénese
mitocondrial mtTFA, na expressao da ATP sintasel® nNOS citoplasmatica e de
defesa antioxidante, caracterizada pelo aumentiMd&80OD, além de aumentar a
tolerancia ao esforco fisico.

O treinamento fisico se mostrou eficiente na redugd glicemia de jejum,
triglicérides plasmaticos e aumento na CuzZnSOD, cemltenha havido aumento no

colesterol total em ambos 0s grupos submetidoseawmimento.

9.1 Perspectivas

Mais estudos sdo necessarios para avaliarmos anrpattancia da nNOS na
biogénese mitocondrial induzida pelo exercicio ka peplementacdo com L-Arginina,
além da expressdao da AMPK total e fosforilada, pamaficarmos o quanto que o

treinamento fisico associado a suplementacéo & clpativar essa enzima.
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