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RESUMO

SOARES, Ricardo Andrade. Efeitos do extrato da Euterpe oleracea Mart. (Acgai)
sobre o treinamento fisico aerébico de ratos. 2017. 83f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

O treinamento fisico crénico resulta em adaptagcdo do musculo esquelético que
melhora a resposta a demanda metabdlica aumentada. Neste contexto, adaptagdes nos
mecanismos de controle vascular, como o aumento da vasodilatacdo dependente de
endotélio, exercem um importante papel no aumento do fluxo sanguineo para o musculo
durante e apds o exercicio. Sendo assim, 0 aumento na produgao de espécies reativas
de oxigénio pode ocorrer como consequéncia da maior captagao de oxigénio. Estudos
prévios do nosso grupo demonstraram que o extrato hidroalcodlico do carogo do acgai
(ASE), rico em polifendis, possui propriedades vasodilatadoras e antioxidantes.
Portanto, o objetivo do presente estudo € avaliar se o tratamento com ASE melhora o
desempenho do exercicio fisico em ratos. Ratos Wistar foram divididos em quatro
grupos: Sedentario (dieta padrao), Sedentario + ASE (dieta padrdo + ASE 200mg/kg),
Treino (dieta padrao + treinamento fisico) e Treino + ASE (dieta padréo + ASE 200mg/kg
e treinamento fisico). O teste de esforgo maximo consistiu em um protocolo de exercicio
fisico escalonado em esteira rolante, iniciando em 3m/min, incrementado de 4m/min a
cada trés minutos até a exaustdo do animal. O treinamento fisico crénico foi realizado
em esteira rolante, durante quatro semanas, cinco vezes por semana, com duragao de
trinta minutos cada sessao. A intensidade do treinamento foi estabelecida em 60% da
velocidade maxima atingida no teste de esforco maximo. Foram avaliados os niveis de
glicemia e lactato no plasma, assim como a reatividade vascular em leito arterial
mesentérico (LAM), o dano oxidativo e a atividade antioxidante em homogenato de
musculo soleus e plasma, e os niveis proteicos em homogenato de musculo. A distancia
(m) e o tempo (s) foram maiores (p<0.05) no grupo Treino + ASE comparados ao grupo
Treino. Os niveis de lactato (mmol/L) estavam reduzidos (p<0.05) no grupo Treino +
ASE em relagédo aos grupos Treino e sedentario. Os niveis de glicose (mg/DL) nao
diferiram entre os grupos. O treino reduziu (p<0.05) a resposta vasoconstritora a
noradrenalina (NA) em relagdo ao grupo sedentario, apenas em doses baixas, ja a
associacao de ASE ao exercicio potencializou esta redugao. O relaxamento em resposta
a ACh foi maior (p<0.05) nos grupos que praticaram exercicio fisico em relagao ao grupo
sedentario. Em doses baixas a associacao do ASE ao exercicio potencializou a resposta
a ACh. Os niveis de malondialdeido ndo alteraram entre os grupos nos tecidos
analisados, assim como a carbonilacdo de proteinas. A atividade da enzima superoxido
dismutase foi maior no grupo Treino + ASE em relagdo aos grupos Treino e Sedentario
em tecido muscular e da glutationa peroxidase foi maior no plasma dos grupos
suplementados com ASE em relagao aos controles. Os niveis da proteina PGC1a foram
maiores no grupo Treino em relagdo aos sedentarios. Portanto, o ASE aumentou a
distancia e o tempo de exercicio em ratos submetidos a treinamento fisico, sugerindo
um efeito benéfico importante do extrato sobre o desempenho desses animais. A
reducdo da resisténcia vascular e o aumento da capacidade antioxidante provavelmente
podem promover uma melhor oxigenagao do musculo, reduzindo a producao de lactato
e a fadiga muscular.

Palavras-chave: Exercicio fisico. Polifendis. Biogénese mitocondrial. Antioxidante.



ABSTRACT

SOARES, Ricardo Andrade. Effects of Euterpe oleracea Mart extract. (Acai) on
the aerobic physical training in rats. 2017. 83f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

The chronic exercise training results in adaptation of skeletal muscle to the
increased metabolic demand. Adjustments in vascular control mechanisms plays an
important role in increasing blood flow to the muscle during and after exercise. On
the other hand, the increase in reactive oxygen species may occur as a result of
increased oxygen uptake. Previous studies from our group demonstrated that the
hydroalcoholic extract from the seeds of agai (ASE) has antioxidant and vasodilator
properties. Thus, the aim of this study was to evaluate if treatment with ASE, rich in
polyphenols improves chronic exercise training. Wistar rats were divided in four
groups: Sedentary (standard diet), Sedentary+ASE (standard diet + ASE 200mg/kg),
Training (standard diet and, subjected to exercise training) and Training+ASE
(standard diet + ASE 200 mg/kg subjected to exercise training). The test consisted of
an exercise protocol on a treadmill, with initial speed of 3 m/min, increased to 4m/min
every three minutes until exhaustion of the animal, at which no longer maintains the
racing standard. The animals trained for 4 weeks, 5 times per week with duration of
30 minutes per session. The training intensity was 60% of the maximum speed
reached during maximal incremental test. Blood glucose and lactate were measured
in plasma by glucose and lactate meter, the vascular reactivity was studied in
perfused mesenteric arterial bed (MAB). Oxidative damage, and antioxidant
enzymatic activity were measured in muscle skeletal tissue homogenates and
plasma. Western blotting was evaluated in in muscle skeletal tissue homogenates.
The distance (m) and exercise time (min) were significantly increased in the Trainings
in relation to the training group. The lactate levels were reduced in Training + ASE
ASE. The glucose levels were not different between groups. The vascular reactivity
to small doses of NOR was reduced in relation to Sedentay group and the vasodilator
effect of ACh was increase in training groups. The malondialdehyde level did not
change between groups as well as the carbonylation of proteins. The activity of the
enzyme superoxide dismutase was significantly higher in the Training + ASE group
compared to the Training and Sedentary groups in muscle tissue and the GPx was
significant higher in the supplemented groups with ASE compared to the control
groups in plasma. The protein expression of PGC1a was higher in the Training group
compared to the sedentary groups. Therefore, ASE increased the distance and
exercise time in rats subjected to exercise training, suggesting an important
beneficial effect of the extract on the performance of this animals. The reduction of
vascular resistance and the increased antioxidant capacity may probably promote
better oxygenation of the muscle, reducing the production of lactate and muscle
fatigue.

Keywords: Exercise Training. Polyphenols. Mitochondrial biogenesis. Antioxidant.
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INTRODUGAO

A inatividade fisica € considerada uma das condicbes primarias para o
desenvolvimento de diversas doengas crénicas (Booth et al. 2012). Diante deste
fato, a pratica do exercicio fisico de frequéncia regular e intensidade moderada tem
sido altamente recomendada por diversas associacdes de saude como o American
College of Sports Medicine, o Center for Disease Control and Prevention, a
American Heart Association, o National Institutes of Health, o US Surgeon General, a
Sociedade Brasileira de Cardiologia e a Sociedade Brasileira de Medicina do
Esporte (Ciolac et al. 2004), principalmente, por sua capacidade de prevenir e
auxiliar no tratamento de doencas cardiovasculares crénicas e no combate a
obesidade (Curtis et al. 2017).

Segundo o CDC (Centers for Disease Control and Prevention), individuos
adultos, entre 18 e 64 anos, necessitam de duas horas e meia (cento e cinquenta
minutos) de atividade fisica regular e aerdbica por semana para manter-se saudavel.
Entre criancas e adolescentes o tempo médio é de aproximadamente uma hora por
dia (CDC, 2008). Contudo, um recente estudo demonstrou que apenas trés minutos
de exercicio fisico de intensidade intermitente por semana seria o suficiente para
obter ganhos na sensibilidade a insulina, na frequéncia cardiorrespiratoria € no
conteudo de mitocondrias no musculo esquelético (Gibala et al. 2016).

A atividade fisica é definida como qualquer movimento corporal produzido
pela contragdo da musculatura esquelética, que resulta em um aumento substancial
de gasto energético, resultando em um consequente aumento do consumo de
oxigénio devido a demanda muscular. O termo “exercicio fisico” é aplicado a
diversas praticas fisicas as quais diferem quanto a sua intensidade e duragdo. Sao
movimentos corporais planejados, estruturados e repetitivos, responsaveis pela
melhora ou manuten¢do de um ou mais componentes da aptidao fisica (Caspersen
et al. 1985).

O exercicio fisico € considerado um estresse fisiolégico para o organismo,
pois durante a sua pratica, ocorre tanto o aumento da demanda energética como a
da dissipagdo de calor, culminando na produgdo de ajustes homeostaticos
integrados denominados respostas fisioldgicas ou efeitos agudos do exercicio. Entre

os efeitos agudos podemos citar a sudorese, o aumento da frequéncia cardiaca, da
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ventilagdo pulmonar, da sensibilidade a insulina e da secregdo de catecolamina,
assim como a redugdo da atividade parassimpatica e do fluxo sanguineo
esplancnico. Apos algumas semanas de exposi¢céo regular e repetitiva ao exercicio
fisico, adaptagdes morfofuncionais sdo desenvolvidas, caracterizando o efeito
cronico, que aumenta a capacidade do organismo em responder aos estimulos
agudos do exercicio. Como exemplos de efeitos crénicos do treinamento aerébico
temos o0 aumento do consumo maximo de oxigénio, do débito cardiaco maximo e da
densidade capilar do musculo esquelético treinado, adaptagdes periféricas como o
aumento do transporte e oxidacdo de acidos graxos, da capacidade mitocondrial,
além da diminuicdo da frequéncia cardiaca de repouso e esforgo submaximo.
(Nobrega, 2006; Holloszy et al.1984 e Calvo et al. 2008).

Sendo assim, adaptagcdes nos mecanismos de controle vascular, como o
aumento da vasodilatacdo dependente de endotélio, exerce um importante papel no
aumento do fluxo sanguineo para o musculo durante e apds o treinamento,

garantindo assim a manuteng&o da atividade. (McAllister et al. 2010)

Exercicio Fisico e a Fungao Vascular

A pratica do exercicio fisico tem sido amplamente reconhecida como uma
excelente estratégia na prevencao da disfungdo endotelial em humanos e em
modelos animais de hipertensdo arterial (Beck et al. 2014). Os efeitos anti-
hipertensivos do exercicio fisico sao atribuidos principalmente a adaptacdes
estruturais que geram maior responsividade vascular aos estimulos vasodilatadores.
(Claudio et al. 2017). Estudos em reatividade vascular para agentes vasodilatadores
e vasoconstritores tem demonstrado o papel do exercicio fisico em promover maior
relaxamento induzido pela acetilcolina, um vasodilatador dependente de endotélio,
em aorta de ratos (Jordao et al. 2017), assim como reduzir a contracdo provocada
por norepinefrina em ratos hipertensos (Aratjo et al. 2013). E sabido que o exercicio
promove melhora na capacidade vasodilatadora dependente de endotélio,
principalmente, devido ao aumento da producéo e biodisponibilidade do éxido nitrico
(NO), um potente vasodilatador (Graham et al. 2004; Green et al. 2004; Walsh et al.

2003). O exercicio fisico também esta associado ao aumento da expressdo da
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enzima NO sintase endotelial (eNOS), fosforilando o seu principal sitio ativo
(ser1177) (Hambrecht et al. 2003) e mantendo-a estavel no seu estado dimerizado
(Farah et al. 2013; Grijalva et al. 2008). Além disso, ha melhora na atividade de
enzimas antioxidantes que reduzem os niveis de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Gielen S et al. 2010). Sendo assim, ndo ocorre a reagao entre essas
espécies e o NO gerado, aumentando a biodisponibilidade do ultimo (Battault S et al.
2016). Portanto, a resposta vascular ao treinamento aerobico parece estar
relacionada ao aumento da biodisponibilidade do NO, o que representa um equilibrio
entre a produgéo por eNOS e a remogao pelo anion superéxido (Jordao et al. 2017).

No musculo esquelético, um poderoso regulador da resisténcia vascular
periférica é o sistema nervoso simpatico. O aumento da atividade simpatica resulta
em um aumento da resisténcia vascular periférica, modulando a pressao sanguinea.
A constricdo de vasos de resisténcia via modulagao simpatica é fundamental para a
manutencdo da pressdo sanguinea em exercicios corporais de alta intensidade.
Porém, durante o exercicio fisico, essa ativagcdo simpatica € superada pela producao
de agentes vasodilatadores nos eritrocitos, nas células endoteliais e também pela
simpatdlise funcional no musculo em atividade (Nyberg et al. 2015).

A simpatolise funcional é descrita como uma modulagao do efeito da atividade
simpatica, induzida por compostos formados localmente, reduzindo o efeito
vasoconstritor da noradrenalina no musculo ativo (Remensnyder et al. 1962), através
principalmente, da dessensibilizagdo de receptores adrenérgicos. Este mecanismo
tem sido descrito em numerosos estudos com humanos e animais, sendo apontado
como um dos principais mecanismos vasodilatadores durante o exercicio fisico no
musculo ativo. Atribui-se ao ATP, a inducdo da simpatdlise em humanos e ao NO
em roedores (Nyberg et al. 2015).

Outro mecanismo de grande importancia observado no controle do fluxo
sanguineo € o aumento da dilatacdo dependente de endotélio tanto de vasos de
condutancia, como de vasos de resisténcia na musculatura esquelética de humanos,
roedores e porcos apds o exercicio fisico de resisténcia (McAllister et al. 2010). O
NO derivado do endotélio € um poderoso vasodilatador, uma vez que o mesmo
estimula a guanilil ciclase soluvel na célula muscular lisa vascular induzindo a
formagdo do monofosfato ciclico de guanosina (GMP). Esse composto ativa a
proteina quinase C, promovendo o reabastecimento do calcio citosélico para o

reticulo sarcoplasmatico, a expulsdo do calcio para o meio extracelular e a abertura
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dos canais de potassio dependentes de calcio (Carvajal et al. 2000). A diminui¢cao da
concentracgao intracelular de calcio promove uma reducéo da fosforilagdo da miosina
via quinase de cadeia leve da miosina, resultando no relaxamento das células
musculares lisas. A camada de célula muscular lisa presente em vasos sanguineos
€ a responsavel pelo movimento de contragédo e relaxamento do vaso (Zhao et al.
2015)

O NO é produzido pela enzima NO sintase (NOS) utilizando a L-arginina
como substrato. Existem trés isoformas da enzima: a neuronal (hnNOS), a induzivel
(INOS) e a endotelial (eNOS) (Alderton et al., 2001). Estudos tem reportado o
aumento da expresséao e atividade da enzima NO sintase no musculo esquelético de
humanos e ratos com a pratica do exercicio fisico cronico (McConnel et al. 2007;
Rudnick et al. 2004 e Balon et al. 1997), assim como, o aumento da expresséo da
eNOS, em vasos de resisténcia de ratos que praticaram atividade fisica (McAllister et
al. 2005 e Spier et al. 2004). Contudo, ainda é incerto se esse aumento da
expressao enzimatica necessariamente implica no aumento da producéo de NO.

A produgdo de NO pela NOS requer a presenca de diversos cofatores
incluindo tetrahidrobiopterina (BH4), flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina
monucleotideo, calmodulina e ferro protoporfirina IX (heme) (Zhao et al., 2015 e
McAllister et al. 2010). Outra proteina acessoria que exerce modulacéo positiva na
célula endotelial é a Hsp90 (proteina de choque térmico), uma chaperona que auxilia
na estabilizacdo da NO sintase e permitindo uma maior fosforilagcdo da mesma pela
Akt, com posterior geragao de NO (Fontana et al. 2002). Além disso, a Hsp90 afeta a
atividade especifica da eNOS por meio do sitio especifico com a Akt quinase (Sessa
et al. 1998; Thomas et al. 2010). Apesar do importante papel regulatério da Hsp90
na atividade da NOS, poucos estudos avaliaram as alteragdes dessa proteina no
musculo esquelético apds treinamento fisico cronico, observando aumento (Harris et
al. 2008) ou nenhuma alteragéo de sua expressao (McAllister et al. 2010).

A melhora do fluxo sanguineo no musculo em exercicio, portanto, € um fator
primordial, principalmente por fornecer oxigénio e glicose, fundamentais para a

manutencao da pratica fisica.
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Exercicio Fisico e a captacao de glicose

A captacdo de glicose no tecido muscular durante o exercicio fisico € um
evento fundamental para a manutencdo do mesmo. Essa captagcdo pode ocorrer
durante um exercicio de alta intensidade ou de longa duracdo e dependera de trés
fatores: a biodisponibilidade de glicose, do transportador de glicose e do
metabolismo da glicose. Esta obtengéo de glicose no tecido muscular é dependente
da translocagao do transportador de glicose GLUT-4 para a membrana plasmatica.
(Parker et al. 2017). Estudos da literatura demonstram a existéncia de duas vias
principais de sinalizagdo que culminam na translocagdo do GLUT-4, uma
dependente e outra independente de insulina. A insulina possui uma diversidade de
acdes e atua sobre varios tecidos, através de uma rede complexa de vias
intracelulares. Entretanto, se destaca a via da fosfatidilinositol 3-quinase (Pi3K)
/proteina quinase B (Akt), uma das principais responsaveis por suas ag¢des no
metabolismo da glicose sendo esta via a de maior enfoque (Alvim et al., 2014)

Este hormdnio peptidico desencadeia seus efeitos bioldégicos mediante a
fosforilagdo de proteinas. Sua acao celular se inicia através da interacdo da mesma
com o seu receptor (figura 1). O receptor de insulina (IR) é uma proteina
heterotetramérica, que possui atividade tirosina quinase intrinseca (Ramalingam et
al., 2013). Essa proteina € composta por duas subunidades a extracelulares, as
quais contém o sitio de ligacdo para a insulina; e duas subunidades f
transmembranares. Na porgdo intracelular, encontram-se os dominios tirosina
quinase. A ligacdo da insulina a subunidade a provoca uma alteragéo
conformacional que resulta na autofosforilagdo da subunidade 8 do receptor (Watson
e Pessin, 2001), ativando os substratos do receptor de insulina 1 e 2 (IRS) (Kanzanki
et al. 2004). A porcgao tirosinaquinase fosforila o substrato do receptor de insulina
(IRS1/2) recrutando, desta forma, a proteina PI3K (formada pelo dimero composto
por uma subunidade reguladora p85 associado com a subunidade catalitica p110)
para a membrana plasmatica, onde ira produzir um segundo mensageiro lipidico, o
fosfatidilinositol 3-4-5 trifosfato (PIP3), que por sua vez ativa uma cascata de
fosforilacdo serina/treonina (Alessi et al. 1998). Os alvos do PIP3 incluem as
proteinas quinase fosfatidilinositol-dependente (PDK1), a AKT e as atipicas

proteinas quinases C (PKC) (Powell, 2007). Apos essa ligagao a PDK1 fosforila a
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AKT e as PKCs, promovendo sua ativagao (Goodyear et al. 1995). A AKT regula a
translocacao dos transportadores de glicose (GLUTs) para a membrana plasmatica
(Saltiel et al. 2001), sendo que no tecido adiposo e na musculatura esquelética o
subtipo de GLUT expresso é o GLUT-4 (Thorens et al. 1990). Este € translocado
para a membrana plasmatica induzido pela AKT ativa, facilitando a entrada de

glicose na célula. (Alvim et al. 2014)

Figura 1- Representagao esquematica da cascata de sinalizagao da insulina
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Legenda: Translocagédo do GLUT-4 para a membrana plasmatica através da via dependente
insulina.
Fonte: Adaptado de Alvim et al. 2014.

A outra via de sinalizacdo que culmina na translocagcdo do GLUT-4 ¢é
independente da insulina, e ativada principalmente pela contragdo muscular.

Individuos com diabetes mellitus tipo 2 possuem uma redugdo na captacdo de
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glicose dependente de insulina devido a resisténcia insulinica. Porém, esses
individuos usualmente nao apresentam anormalidades na captagdo de glicose
durante a atividade fisica. Sendo assim, o exercicio fisico torna-se,
reconhecidamente, uma das intervencbées mais importantes na estimulacdo da
captacéao de glicose por via independente de insulina (Alvim et al., 2014). O papel da
proteina quinase ativada por AMP (AMPK) nessa via € de grande importancia, pois
sua ativacéo € dependente do decréscimo energético da célula (Hardie, 2003; Kemp
et al. 2003). Uma vez ativa, a AMPK fosforilada participa de vias que geram o
aumento de ATP, tais como a oxidagao de acidos graxos, e além disso, desativa as
vias anabdlicas que consomem o ATP, como a sintese de acidos graxos. Durante o
exercicio fisico ocorre 0 aumento da atividade da AMPK em resposta a demanda
para gerar mais ATP, o qual acaba promovendo a translocagdo das vesiculas
contendo GLUT-4, facilitando o transporte de glicose para o musculo (Pauli et al.,
2009).

Exercicio fisico e o metabolismo aerdbico e anaerébico

Durante o exercicio fisico, a produgdo de energia é de fundamental
importancia, pois a demanda energética é alta. Com a continuidade do exercicio, as
reservas de glicogénio muscular reduzem progressivamente e parte da energia
despendida no esfor¢go passa a ser fornecida através de triglicerideos musculares,
por glicose e por acidos graxos livres circulantes no plasma. A reserva energética de
ATP no organismo é limitada, sendo assim o organismo desenvolveu, ao longo dos
milénios, a capacidade de ressintetizar o ATP (Knuiman et al. 2015) A formagao de
energia pela via aerbdbica € mais lenta, e engloba a participagdo da via glicolitica,
onde a glicose é quebrada formando acido piravico que passa pela mitocondria, ciclo
de Krebs e cadeia respiratéria. A via aerdbica tem como aceptor final de elétrons o
oxigénio. Portanto, a via aerébica é dependente de varias enzimas, de oxigénio e da
passagem de piruvato para dentro da mitocondria. Por isso, 0s exercicios
tipicamente aerdbicos séo de longa duragéo e intensidade moderada (Silva et al.,

2007). Acredita-se que, durante o exercicio ciclico de alta intensidade, o
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metabolismo aerdbio exerce a sua predominancia a partir do trigésimo segundo
(Urso et al. 2013).

Durante um exercicio leve, a necessidade de ATP situa-se dentro dos limites
de capacidade aerdbica, com isso o ATP é produzido por fosforilacdo oxidativa,
porém conforme a intensidade do exercicio aumenta, vias anaerébicas da producao
de energia tornam-se mais importantes. O lactato € conhecido como o produto final
da glicdlise anaerdbica, via de fundamental importancia durante o exercicio de alta
intensidade (Koho et al. 2002). A via anaerdbica ainda pode ser classificada como
alatica, onde ocorre a hidrdlise dos reservatorios de adenosina trifosfato e
fosfocreatina (Urso et al. 2013). A acumulacédo de lactato nas células musculares
inicia uma cascata que eventualmente leva a fadiga muscular. O acido lactico € a
forma acida do lactato, e isso significa que 0 mesmo pode atuar doando proétons pela
liberagao de hidrogénio. Dessa forma, no pH fisioldégico do corpo, o acido lactico que
possui um baixo pKa (Constante de dissociagcdo acida), dissocia-se em lactato
(forma estavel) e hidrogénio (H+), causando reduc¢do do pH e produzindo acidose
muscular, sendo considerado como uma das possiveis causas de fadiga muscular,
durante exercicios de alta intensidade (Hollidge et al. 2000; Sutton JR et al. 1981;
Donaldson et al. 1978). Contudo, nos ultimos anos a ideia sobre o papel do lactato
no exercicio tem gradualmente mudado com o surgimento de novas evidéncias
sugerindo que muitas adaptagdes ao exercicio fisico podem ser mediadas por
lactato, apesar dos mecanismos por tras dessas adaptacbes ainda nao serem

totalmente elucidados (Nalbandian, 2016).

Exercicio fisico e Biogénese Mitocondrial

A biogénese mitocondrial pode ser definida como o crescimento e a divisao
de uma mitocdndria pré-existente. Segundo a teoria da endossimbiose, a origem
mitocondrial € de uma a-protobactéria endossimbionte que se tornou bem
estabelecida nas células hospedeiras; isso explica o fato de mitocondrias possuirem
0 seu proprio genoma e a capacidade de autorreplicagdo (Clapier et al. 2008).
Sendo assim, as proteinas mitocondriais sdo codificadas ndo s6 pelo genoma

nuclear da célula hospedeira, como também pelo genoma mitocondrial (Baker et al.



22

2007). Neste contexto, a biogénese mitocondrial € um processo que requer uma
refinada coordenacgao entre a transcricdo no genoma nuclear e mitocondrial.

A transcrigdo de genes mitocondriais € primeiramente regulada através de
um coativador de transcricdo chamado coativador-1 alfa do receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gama (PGC1a). Tem sido atribuido a PGC1a um
papel fundamental na regulacdo da biogénese mitocondrial no musculo esquelético
em resposta a atividade fisica, por isso, € amplamente utilizada como um marcador
da adaptacdo do musculo esquelético ao exercicio fisico (Drake et al. 2017). Os
membros da familia PGC1 sdao comumente expressos em tecidos ricos em
mitocondrias como no tecido adiposo, tecido muscular cardiaco, e no tecido
muscular esquelético de contracdo lenta (Lin et al. 2005). Uma vez presente no
nucleo celular a PGC1a modula a atividade de muitos fatores de transcri¢ao,
incluindo os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs), fatores
ativadores de midcitos (MEFs), receptores relacionados ao estrégeno (ERR) e
fatores respiratérios nucleares (NRFs) (Romanello, 2016). Apds a transcrigdo de
NRF1 e NRF2, estes regulam a transcricdo do fator de transcricdo mitocondrial
(TFAM), sendo o mesmo responsavel pela replicagdo e transcricdo do genoma
mitocondrial (Clapier et al. 2008) (figura 2).

A maioria das proteinas mitocondriais € codificada pelo nucleo celular, sendo
transportadas para a mitocéndria via chaperonas moleculares e importadas para a
matriz mitocondrial através de translocases (Hood et al. 2016). No interior da
mitocondria, ocorre uma montagem de subunidades derivadas tanto do nucleo como
da mitocdndria, sendo esse processo, parte fundamental da biogénese mitocondrial
que culminam na fissdo ou fusdo da mitocondria. (Clapier et al. 2008 e Drake et al.,
2017). A capacidade de sofrer fissdo a fusao permite a divisdo das mitocéndrias e
ajuda a garantir organizacao adequada da rede mitocondrial durante a biogénese
(Clapier et al., 2008).

A proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e a proteina quinase ativada por
mitégenos p38 (p38MAPK) desempenham papéis importantes na biogénese
mitocondrial uma vez que estas ativam por fosforilacdo a PGC1a no musculo
esquelético (Tang, 2016) (figura 2). Durante o treinamento de alta intensidade os
niveis de fosfocreatinina sdo esgotados rapidamente no tecido muscular. Para a
manutencdo da atividade fisica, € necessaria a produgcao de ATP por via glicolitica

anaerdbica latica ou por via aerdbica. No processo de quebra e regeneragdo do
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ATP, outros metabdlitos sdo formados como o ADP, o AMP e a creatina. Esses trés
metabdlitos sdo responsaveis por afetar a atividade da PGC1a, uma vez que o
aumento desses metabdlitos leva a ativagdo da AMPK. Quando inativada a AMPK
encontra-se ligada ao ATP e desfosforilada. Conforme os niveis de ADP e AMP
aumentam, eles se ligam a AMPK alostericamente ativando-a e protegendo-a da
desfosforilagdo. Por sua vez, a AMPK em sua forma fosforilada e ativa passa a
exercer um papel central na regulacédo da PGC1a (Baar, 2014; Hood et al., 2016).
Outro mecanismo de ativacdo da AMPK é através da elevagao dos niveis de calcio
citosolico, possivelmente via ERO. Durante a atividade contratil dos miotubos, a
ativacao de calcio e AMPK sé&o criticas para o aumento da atividade transcricional da
PGC1a, bem como de sua atividade promotora (Hood et al. 2016).

Além da fosforilacdo, outra mudanca pos-transcricional da PGC1a é a
acetilagdo, que ocorre em seu residuo de lisina sendo catalisada pelo ubiquitina
histona acetiltransferase de controle geral do aminoacido de sintese 5 (GCN5).
Nesse estado, a PGC1a juntamente com proteinas acessorias que auxiliam sua
atividade transcricional, sdo envolvidas dentro de corpos nucleares pontuais,
impedindo a sua atividade e tornando-a inativa (Dominy et al., 2010). A
desacetilagdo da PGC1a torna-a ativa aumentando a atividade transcricional de
genes alvos no nucleo celular (Dominy et al. 2010). Estudos tem demonstrado que a
desacetilagdo da PGC1a é dependente da atividade da sirtuina 1 (SIRT1) (Tang,
2016). A SIRT1 é uma proteina desacetilase dependente de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina (NAD+) que tem sido implicada em diversos processos
fisiologicos em mamiferos. (Picard et al. 2004). Devido a importancia da SIRT1 em
aumentar a atividade transcricional da PGC1a via desacetilacéo, estudos tem focado
em suas interagbes na regulacdo metabdlica e na biogénese mitocondrial (Tang,
2016). Este achado tem aumentado o interesse no desenvolvimento de farmacos
que tenham como alvo o complexo SIRT1-PGC-1a, para mimetizar ou potencializar
os efeitos do exercicio fisico para o tratamento de doencas cardiometabdlicas
(Narkar et al. 2008; Rasbach et al. 2008).
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Figura 2 — Biogénese mitocondrial induzida pelo exercicio
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Legenda: Via de ativagédo da biogénese mitocondrial na musculatura esquelético induzida pelo
exercicio fisico.
Fonte: Adaptado de Hood et al., 2016 e Drake et al., 2017

Exercicio fisico e estresse oxidativo

O exercicio aumenta a utilizagdo de oxigénio pelo corpo e, portanto, aumenta
a producao de ERO (Belvirandal et al. 2012). Durante a pratica da atividade fisica, a
captacado do oxigénio pelo tecido muscular sofre aumento significativo da ordem de
cem a duzentas vezes. Devido a tamanha alteragdo no metabolismo de oxigénio, a
geragado de radicais livres e/ou espécies reativas nao-radicalares € favorecida. A
atividade fisica intensa é capaz de gerar as ERO, por meio da ativagdo de, pelo
menos, trés mecanismos principais: produgdo mitocondrial, citoplasmatica e
favorecida pelos ions ferro e cobre (Barbosa et al. 2010). Esta constante produgéo

de ERO no musculo esquelético, requer a agado de um sistema de defesa enddégeno
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onde multiplos mecanismos evoluiram para detectar e responder a produgao
oxidante elevada (McLeay et al. 2017).

Os diversos mecanismos de defesa que atuam na neutralizacdo das acdes
dos radicais livres sdo chamados de antioxidantes. De acordo com sua estrutura, os
antioxidantes podem ser classificados em n&o enzimaticos e enzimaticos. Grande
parte dos antioxidantes ndo enzimaticos tem origem exdgena, sendo os principais:
vitaminas lipossoluveis (Vitamina A, E e betacarotenos); hidrossoluveis (Vitamina C
e Vitaminas do complexo B) e os oligoelementos (zinco, cobre, selénio, magnésio,
entre outras). O sistema de defesa enzimatico € composto por diversas enzimas,
onde podemos destacar a superéxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa
peroxidase (GPx). Este sistema é o primeiro a atuar, evitando assim o acumulo de
anion superdéxido e peroxido de hidrogénio. Os agentes antioxidantes estédo situados
no meio intracelular, com exceg¢ao da vitamina E, que € um antioxidante estrutural da
membrana (Kojo, 2004; Valko et al. 2007)

A SOD é a primeira linha de defesa da célula vascular. Trés isoformas est&o
presentes nos mamiferos: a SOD-cobre-zinco (SOD 1) presente principalmente no
citosol, SOD-manganés (Mn-SOD, SODZ2) localizada primariamente na mitocondria e
a SOD-extracelular (ECSOD, SOD3) (Paravicini, 2008). A SOD desempenha seu
papel antioxidante, catalisando a dismutagdo do anion superdéxido em peroxido de
hidrogénio e oxigénio molecular (Ross, 1991).

A GPx tem acdo fundamentalmente citosdlica e catalisa a reducdo do
peroxido de hidrogénio e perdxidos organicos através da utilizagcdo da glutationa
(GSH), que atua como co-substrato da GPx, com propriedades de doador de
elétrons, a qual podera ser regenerada através da glutationa redutase (GR) com a
transferéncia do hidrogénio do NADPH (Masella et al. 2005; Valko et al. 2007;
Paravicini, 2008).

A catalase é uma hemeproteina citoplasmatica, localizada nos peroxissomas
e também no citosol. Esta enzima catalisa a redugdo do peréxido de hidrogénio a
agua e oxigénio molecular. A catalase é efetiva em altos niveis de estresse oxidativo
e protege as células do acumulo de perdxido de hidrogénio, sendo que a
suplementagcdo com catalase exdgena previne a oxidagdo da GSH (Ferreira, 1997,
Heck et al. 2010).

Quando a capacidade de defesa antioxidante enddgena for superada pelo

aumento das ERO, ocorre o estresse oxidativo, potencialmente resultando em
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oxidagao prejudicial das membranas celulares, proteinas funcionais e DNA (McLeay
et al. 2017).

A pratica da atividade fisica leva ao aumento na producdo de ERO tanto
durante como apos o exercicio, devido ao aumento da captagcdo de oxigénio,
aumento nos niveis de catecolaminas, aumento na producdo de acido latico e
hipertermia (Osorio RA et al. 2003). Como consequéncia da produg¢ao aumentada de
ERO, o dano oxidativo em lipideos, proteinas e DNA tem sido relatado apods
exercicio agudo (Radak et al. 1995; Belvirandal et al. 2012). Entretanto, tem sido
relatado que o estresse oxidativo apds exercicio regular e ndo exaustivo é reduzido
no sangue e nos tecidos (Finaud et al. 2006).

Paradoxalmente, as ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) podem
exercer uma atividade redox com um papel critico na sinalizagado celular de vias
responsaveis pela adaptagcao do musculo ao exercicio, em um fenébmeno conhecido
como hormesis. (Ji et al. 2016; McLeay et al. 2017).

Contudo, concentragbes muito elevadas de ERO podem ir além do seu
papel benéfico e causar efeitos prejudiciais sobre o desempenho fisico. Durante um
treinamento de resisténcia com carga mais pesada, a capacidade antioxidante
enddégena nao pode atender a geracdo de ERO, resultando em um estado de
estresse oxidativo e consequente dano celular. Neste contexto, a suplementagao
dietética com agentes antioxidantes pode ter um papel benéfico. (McLeay et al.
2017).

Exercicio fisico e suplementagao antioxidante

A defesa antioxidante endogena ja exerce um papel protetor contra o
aumento de ERO no organismo durante a pratica fisica, entretanto a suplementagéo
com dietas ricas em antioxidantes, contribui criando uma rede de defesa cooperativa
entre moléculas endoégenas e exdgenas prevenindo tanto o estresse oxidativo
induzido pelo exercicio fisico, assim como reduzindo a fadiga fisica (Braaukhins,
2015; Teng et al. 2017). Contudo, estudos tem destacado que uma dieta
antioxidante rica em vitamina C pode reduzir as adaptagdes ao treinamento fisico

dependente de ERO, além de reduzir o desempenho em doses superiores a 1g/dia.
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Diante dos potenciais efeitos negativos da vitamina C sobre o desempenho fisico,
alguns pesquisadores sugeriram mecanismos pelos quais outros antioxidantes tais
como vitamina E e polifendis poderiam melhorar a performance (Braaukhins, 2015)

Os polifendis sao encontrados principalmente em comidas e bebidas
derivadas de plantas, fornecendo cor e sabor, além de exercer um papel de defesa
contra o estresse provocado por radiagao ultravioleta, patdégenos e danos fisicos.
Sua estrutura varia de fendis simples até moléculas complexas com alto nivel de
polimerizagdo. Podem ser divididos em fendis simples, flavonoides e néo flavonoides
tais como estilbeno (resveratrol), saponina, curcumina e taninos. Ja os flavonoides
podem ser subdivididos em flavanois (catequina e epicatequina), flavonois
(quercetina e miricetina), antociniadinas (cianidina e delfinidina), flavonas
(naringenina e hesperetina) e chalconas (floretina) (Laher et al. 2012).

Estudos com polifendis sugerem seus efeitos benéficos quando aliados a
pratica fisica. Epicatequina, sozinha ou integrada ao exercicio, aumenta a
resisténcia a fadiga muscular e a capacidade oxidativa em musculo esquelético de
ratos (Nogueira et al. 2011). Um flavondide natural como a quercetina pode
desempenhar efeito ergogénico em ratos que praticam atividade fisica (Casuso et al.
2013). Um estudo com resveratrol demonstrou sua capacidade de melhorar a
resisténcia e a performance fisica de ratos promovendo a biogénese mitocondrial
(Hart et al. 2013). Polifendis também aumentam a produgédo de NO no endotélio, via
NO sintase, melhorando o fluxo sanguineo (Bailey et al. 2009).

Sendo assim, somam-se diversas evidéncias sugerindo que a suplementagao

com polifendis pode auxiliar na pratica da atividade fisica.

Extrato hidroalcodlico do carogo do acai (ASE)

A Palmacea da familia Aracaceae, popularmente conhecida como acai
(Euterpe oleracea Mart.) € uma planta importante no agronegoécio da regiao
Amazonica para extragao da polpa de frutos e palmito (Figura 3), sendo amplamente
encontrada, nos estados do Para, Amazonas, Tocantins, Maranhdo e Amapa. A
casca do fruto do agai € comumente usada para fazer suco, sorvete, doces e é

muito consumida no Brasil. Aproximadamente 10.000 toneladas de extrato aquoso
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gelado sdo consumidas no Brasil e em 2015, o Para exportou mais de 6 mil
toneladas do mix de agai (mistura da fruta com banana e guarana) para os Estados
Unidos e Japédo, que representam 90% das exportacées do agai (Ministério da
Agricultura, 2016).

Figura 3 - Foto ilustrativa da Euterpe oleracea Mart. (agai)

Euterpe oleracea Mart.
(Palmacea conhecida como acaizeiro)

Legenda: Palmacea da Euterpe oleracea Mart (agai)
Fonte: Edson Grandisoli

Relatos populares indicam os efeitos positivos do uso medicinal do suco de
acai, principalmente entre pessoas das regides norte e nordeste, sendo utilizado em
casos de febre, dor e gripe (Matheus et al. 2006).

Estudos quimicos demonstram que o acai é rico em polifendis como
epicatequina, catequina e antocianinas (cianidina 3-glucosideo, cianidina 3-
arabinosideo e cianidina 3-rutinosideo), entre outros (Bobbio et al. 2000; Pozo-Isfran
et al. 2004; Gallori et al. 2004).

Estudos pioneiros realizados pelo nosso grupo demonstraram que o extrato
hidroalcoolico do carogo do agai (ASE), uma parte habitualmente negligenciada do

fruto é rico em catequina, epicatequina e proantocianidinas poliméricas (de Oliveira
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et al., 2015) (figura 4), apresentando conteudo polifendlico mais expressivo que a
polpa, e ainda uma agao vasodilatadora mais intensa do que a obtida com o extrato

de polpa de agai (Rocha et al. 2007).

Figura 4 - Perfil de eluigdo obtido por cromatografia liquida do extrato hidroalcodlico

do carogo do acai
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Nota: Analise por HPLC do ASE. Os picos marcados a 27, 38 e 51 minutos correspondem a
catequina, epicatequina e proantocianidinas poliméricas respectivamente, como confirmado
por injecdo de padrées e por comparagdo do espectro de absorgdo no ultravioleta. Mais
evidéncias sobre a estrutura dos compostos presentes no ASE foram fornecidos por
espectrometria de massa positiva modo de electrospray.

Fonte: de Oliveira et al., 2015.

Estudos realizados pelo nosso grupo mostraram que o ASE, cujo processo de
obtencado e indicagdes terapéuticas ja foram depositadas no Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI), assim como, no Patent Cooperative Treaty (PCT),
induz um efeito vasodilatador dependente do endotélio (Rocha et al, 2007, de
Oliveira et al. 2010; da Costa et al. 2012; de Bem et al. 2014) e efeitos anti-
hipertensivo (Rocha et al. 2008, da Costa et al. 2012, Cordeiro et al. 2015), anti-
hiperglicémico (de Oliveira et al. 2010) e hipolipidémico (de Oliveira et al. 2015).
Demonstramos ainda que o ASE reduz o dano oxidativo, em modelos experimentais
de hipertensédo, de enfisema pulmonar e programacado metabdlica (Rocha, et. al.
2008; da Costa et al. 2012; Moura et al. 2011, de Oliveira et al. 2010,2015; de Bem
et al. 2014) e possui propriedades anti-inflamatérias (Moura et al. 2012). Estes
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achados demonstram um efeito benéfico do extrato ASE, como uma planta
medicinal, apresentando uma importancia clinica no tratamento de doencgas
cardiovasculares.

A acado vasodilatadora dependente de endotélio do ASE mostrou ser, em
parte, mediada pela producéo e liberagdo do NO nas células endoteliais e pelo fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Rocha et al., 2007). Também foi
demonstrado que o efeito vasodilatador dependente de NO do ASE teria a
participacdo da guanilato ciclase soluvel (Waldman, 1987) e também dos canais de
K* (Tare et al. 1990) independente da liberagédo de prostandides (Rocha et al. 2007).

Um estudo preliminar realizado pelo nosso grupo demonstrou que animais
saudaveis que realizaram treinamento fisico moderado e foram tratados com ASE
tiveram um aumento significativo no tempo e na distancia percorrida durante o
exercicio, indicando um importante efeito estimulante sobre a atividade fisica. Com
base nas propriedades do ASE ja descritas, criamos a hipotese de que a possivel
melhora do desempenho fisico pelo ASE possa envolver sua agao vasodilatadora
com efeito direto na fungao circulatoria, acdo antioxidante e possivel agao sobre a

biogénese mitocondrial no musculo esquelético.
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1 OBJETIVO

1.1 Objetivo geral

Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre os beneficios do tratamento
com o extrato do carogo do acai, avaliamos os efeitos do ASE no desempenho fisico
de ratos submetidos a exercicio fisico moderado e uma possivel associagao desse
efeito com a melhora da fungdo vascular, do estado oxidativo e da biogénese

mitocondrial muscular.

1.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do tratamento com ASE em ratos Wistar submetidos a pratica regular

de exercicio sobre:

a) o ganho de peso, 0s niveis de acido latico e glicose;

b) a fungcdo endotelial e do musculo liso vascular em resposta a
agentes vasodilatadores e vasoconstritores, em leito arterial
mesentérico (LAM) de rato;

c) os niveis da proteina p-eNOS (ser1177) muscular e sua associagao
com os niveis das proteinas reguladoras Hsp90, AKt e pAKt, assim
como com os dos marcadores da captacao de glicose (PI3K, Akt e
Glut4), no musculo esquelético;

d) os niveis de marcadores da biogénese mitocondrial (PGC1a e
AMPK), no musculo esquelético;

e) o dano oxidativo e a atividade enzimatica antioxidante em musculo

esquelético e plasma.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais utilizados e modelo experimental

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes da UERJ (N° CEUA/006/2017). Para este estudo foram
utilizados 40 ratos wistar (300-350g) machos. Os animais foram provenientes do
Biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia/ IBRAG/UERJ. Os
animais foram mantidos em caixas de polipropileno, em ambiente com temperatura
média de (23 + 2°C) e umidade (60 £ 10%) controladas. O ciclo de sono-vigilia foi de
12 h, com presencga de luz a partir das 6:00 h da manha.

Para realizagdo do estudo foram formados 4 grupos experimentais, com 10

animais por grupo (n=10), sendo eles:

a) Sedentario: animais nao tratados que receberam dieta padrao;

b) Sedentario + ASE: animais que receberam dieta padrédo e
suplementacdo com 200 mg/kg/dia de ASE por gavagem
intragastrica;

c) Treino: animais que receberam dieta padrao para ratos e treinaram
em esteira rolante (5 dias/semana);

d) Treino + ASE: animais que receberam tanto dieta padrdo para rato
como suplementagdo com 200mg/kg/dia de ASE por gavagem

intragastrica e treinaram em uma esteira rolante (5 dias/semana).

A massa corporal foi aferida semanalmente em balanga digital. Para a
obtengcdo do numero de animais (n=40) para o desenvolvimento do protocolo

experimental e a obtencao dos resultados.
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2.2 Preparo do extrato hidro alcodlico do caro¢o de agai

Utilizamos frutos da planta Euterpe oleracea Mart. (acai), provenientes de
Belém, fornecidos pelo nosso colaborador Professor Dr. Pergentino José Cunha
Souza, docente da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Para. Apés a
lavagem dos frutos, aproximadamente 200 g de carogo foram separados, triturados,
embebidos em 400 mL de agua destilada, e entdo fervidos por cinco minutos.
Imediatamente apdés a fervura acrescentou-se 400 mL de etanol. O extrato
hidroalcodlico foi guardado em geladeira e agitado periodicamente por 2 a 4 h ao
longo de 10 dias. Ao final deste periodo, o extrato foi filtrado em papel de filtro
comum e posteriormente em papel de filtro tipo Whatman namero 1. Posteriormente,
todo o etanol foi evaporado a baixa pressdo na temperatura de 50° a 60°C. O
residuo foi liofilizado e mantido a -20°C até o uso (Rocha et al. 2007). Apds o
preparo de todos os extratos, o conteudo de polifendis foi medido pelo método
colorimétrico determinado por (Singleton, 1965) usando o reagente Folin Ciocalteau,
assim como o seu potencial vasodilator verificado através da reatividade vascular.
Essas medidas sao utilizadas como controle de qualidade e viabilidade do extrato
para a posterior utilizacdo. A dose toxica de administracdo do ASE ¢é a partir de 1,5

g/kg (dados n&o publicados).

2.3 Protocolo de treinamento fisico

Antes do inicio do treinamento fisico aerdbico em esteira rolante os 40
animais foram divididos em 4 grupos experimentais: controles sedentarios (n=10),
sedentario + ASE (n=10), Treino (n=10) e Treino + ASE (n=10). Os animais dos
grupos treino e treino + ASE foram submetidos a um teste progressivo maximo para
a determinacao da intensidade de treinamento (teste de esforgo). O teste consistiu
em um protocolo de exercicio fisico escalonado em esteira rolante, com velocidade
inicial de 3m/min, incrementada de 4m/min a cada trés minutos até a exaustdo do
animal, momento em que ndo é mais mantido o padrao de corrida. Apds a definicao

da velocidade pelo teste de esforco, o treinamento fisico cronico foi realizado em
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esteira rolante durante quatro semanas, cinco vezes por semana, com duragado de
trinta minutos cada sessdo. A velocidade do treinamento fisico crénico foi
progressivamente aumentada de 50% até 60% da velocidade maxima atingida
durante o teste progressivo maximo, que corresponde a uma intensidade moderada
de treinamento (Matsuura et al. 2010). O teste progressivo maximo foi repetido mais
uma vez ao final das quatro semanas de tratamento para verificar as alteragbes no

tempo e na distancia percorrida, ocasionadas pelo treinamento fisico.

Figura 5 - Representacédo esquematica do protocolo experimental
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Fonte: O autor, 2017.
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Figura 6 - Foto do treinamento em esteira rolante

Fonte: O autor, 2017.

2.4 Dosagens séricas

2.4.1 Glicemia

A medida da glicemia de jejum foi realizada uma vez antes e outra apos as
quatro semanas de treinamento crénico. A medida foi realizada com os animais em
jejum de doze horas, a partir de amostras de sangue coletadas da extremidade da
cauda do animal e com o auxilio de um aparelho medidor automatico para a

determinagao de glicose (Accutrend® Plus Roche).
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2.4.2 Lactato

A medida de lactato foi realizada uma vez antes e outra apds as quatro
semanas de treinamento crénico. A medida foi realizada com os animais em jejum
de doze horas com o auxilio de um aparelho monitor para a determinagao de lactato
(Accutrend® Plus Roche).

2.5 Isolamento do leito arterial mesentérico (LAM) e do musculo soleus de rato

Apods o periodo experimental, os ratos foram anestesiados com tiopental (50
mg/kg) sendo sua administragdo por via intraperitoneal, para a coleta de sangue
arterial através da aorta abdominal, e em seguida submetidos a laparotomia. O LAM
foi estendido para o exterior da cavidade abdominal e envolto em gaze umidecida
com solugdo nutriente de Krebs modificada (g/L), NaCl 1 M, KCI 0,5 M, CaCl2.2H20
0,5 M, MgS0O4 0,1 M, KH2PO4 0,1 M, NaHCO3 1,86 g, C6H1206 1,42 g (Resende
et al. 1997). Os ramos pancreatico-duodenal, ileocélico e colico direito da artéria
mesentérica superior foram ligados e seccionados. O intestino delgado foi ligado e
seccionado a altura do jejuno proximal e do ileo distal. A artéria mesentérica superior
foi isolada na sua origem, a altura da artéria aorta abdominal e canulada com um
tubo de polietieno (PE 50; Clay-Adams), de aproximadamente 4 cm de
comprimento, preenchida com solugdo de Krebs heparinizada. Em seguida, o
intestino delgado foi separado do leito vascular, cortando-se rente a borda intestinal,
€ a preparacao lavada com solugao de Krebs modificada.

Os musculos soleus dos membros inferiores direito e esquerdo foram
dissecados e excisados com a ajuda do material cirurgico. ApOs sua retirada, os
musculos foram pesados em balanga analitica e posteriormente armazenados em

freezer -80.
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Figura 7 — Isolamento e canulagao do Leito arterial mesentérico

Legenda. Esquema de isolamento do leito arterial mesentérico (1). Artéria mesentérica sendo
canulada (2). Isolamento do leito arterial mesentérico (3). Leito arterial mesentérico canulado
e isolado (4). Leito arterial mesentérico no sistema de perfusdo e medida da reatividade
vascular.

Fonte: O autor, 2017.

2.6 Medida da reatividade do LAM as substancias vasoativas

Ap0s o isolamento, a preparagao vascular foi colocada em uma cuba (volume
de 10mL) e constantemente perfundida por meio da canula inserida na artéria
mesentérica superior que foi conectada a uma bomba peristaltica (Model MINIPULS
3, Gilson®). A solugao de Krebs, mantida a 37°C e aerada com mistura carbogénica
(95% 02 e 5% CO2) foi infundida a velocidade constante de 4 mL/min e a pressao

de perfusao registrada continuamente em um computador através do programa



38

(PowerLab 4/30). Os experimentos foram precedidos de um periodo de trinta
minutos de estabilizagdo da preparagao, durante o qual a pressao de perfusao basal
foi mantida entre 20 e 40 mmHg (Resende et al. 1997) e entdo foram administradas
injecbes de 120 ymol de KCI de dez em dez minutos até obter uma resposta
consistente. Em seguida, iniciou-se o periodo de sensibilizagdo vascular, no qual a
noradrenalina (NE) foi adicionada a solugéo de perfusao, em concentragéo suficiente
(30 uM) para que a presséao de perfusao se mantivesse estavel em torno de 80-100

mmHg.

Figura 8 - Foto do esquema de perfusao do leito arterial mesentérico

Fonte: O autor, 2017.

Logo apds a obtencédo de uma resposta pressora induzida pela NE, testamos
a viabilidade do endotélio vascular, com a injecao de ACh (1-1000 pmol), a qual
produz um efeito vasodilatador que é dependente da liberacdo de NO pelas células
endoteliais. Avaliamos também a capacidade dilatadora direta do musculo liso
vascular, coma injecdo de nitroglicerina (NG) 1-1000 nmol, substancia que atua
diretamente no musculo liso vascular sendo seu efeito independente do endotélio.
Em seguida, com o objetivo de avaliar a reatividade vascular a um agente
vasoconstritor, a preparagao vascular foi perfundida com solugao de Krebs pura, ou

seja sem NE, para que a pressao de perfusdo voltasse aos niveis basais. Apés um
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periodo de 10 minutos de estabilizacdo foram realizadas curvas dose-resposta a NE
(1-3000 nmol). A resposta aos agentes vasodilatadores foi expressa em termos de
% de queda da resposta pressora induzida pela NE e a resposta pressora da NE foi
expressa pelo % de contracao subtraido da presséo basal. As inje¢des “in bolus” das
substancias utilizadas nos experimentos foram realizadas por meio de um injetor
acoplado ao sistema de perfusdo, por meio de microseringas Hamilton de 10 e
100ul. O intervalo entre as inje¢cdes foi de aproximadamente cinco minutos,
permitindo sempre o retorno e estabilizacdo da pressao de perfusdo aos niveis

anteriores e as inje¢des foram administradas em volumes que variam de 5 a 50 L.

2.7 Analise dos niveis de proteinas por Western Blotting

O tecido muscular esquelético do musculo soleus (250 mg) foi
homogeneizado em 1000 pL de tampéo de lise (Tris-HCI 50 mM, NaF 50 mM, NaCl
150 mM , EDTA 5 mM, Triton x100 e SDS 0,1%, pH 7.4) com 1 pl de coquetel de
inibidores de proteases (Complete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablet, EDTA free,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e centrifulgados (13000 rpm, 4°C
por 25 min) e sonicado por 5 segundos. A concentragdo proteica foi determinada
usando ensaio colorimétrico do kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific Inc.,
Barrington, IL, EUA), seguindo as recomendacbes do fabricante e a leitura foi
realizada a 540 nm. As amostras foram desnaturadas em tamp&o de amostras (Tris-
HCI 50 mM, pH: 6,8, 1% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol e 0,001% azul de
bromofenol) e aquecidas a 95°C por 5 min. As amostras foram analisadas em
condigdo desnaturante por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE). Foram aplicados 20 pg de proteina dos homogenatos
em poc¢os no gel de 10% de poliacrilamida para eletro-separagdo de acordo com o
tamanho e carga da proteina. Em seguida, as proteinas foram transferidas por
eletroforese para membranas de nitrocelulose (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ, EUA). Para inibir liga¢des inespecificas do anticorpo, as membranas
foram incubadas (12 h) em (Tween 20 + tris-buffered saline) T-TBS acrescido de
albumina a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 90 min. Posteriormente, as

membranas foram lavadas com T-TBS e incubadas com o anticorpos policlonaais
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primarios especificos para cada proteina (overnight, a 5°C): anti-AKT (1:1000); anti-
pAKT (1:1000); anti-GLUT-4 (1:1000); anti-HSP90 (1:500); anti-PI3K (1:500); anti-
PGC1a (1:500); anti-pENOS (s1177) (1:500); anti-AMPK (1:500); anti-pAMPK
(1:500). O controle para normalizacdo do conteudo de proteinas totais em cada
amostra, foi realizado através do anticorpo anti-f3 tubulina (1:1000) em homogenato
de tecido muscular esquelético. Apods este periodo de incubacgao, utilizamos um
anticorpo secundario especifico para cada anticorpo primario: anti-rabbit (1:1000) e
(1:5000), anti-mouse (1:1000) e anti-goat (1:1000) (anticorpos da Santa Cruz
Biotechnology Inc.; CA). Antes da revelagdo, todas as membranas foram lavadas
trés vezes com T-TBS por dez minutos a cada lavagem. A revelagao foi realizada
com o auxilio do reagente de detecgdo quimioluminescente altamente sensivel
(Amersham ECL Prime Western Blotting, GE Healthcare, UK). As imagens foram
captadas usando o ChemiDoc XRS+ (BIORAD Inc; CA). As bandas foram
analisadas quantitativamente por densitometria no software Adobe Photoshop CS6
(Adobe System Inc; CA).

2.8 Ensaios pré-oxidantes

2.8.1 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

Este método é utilizado para a avaliacido do estado de oxidacdo dos acidos
graxos em sistemas biolégicos. O dano em lipideos de membrana é determinado
pela formacado de subprodutos da peroxidacao lipidica (malondialdeido-MDA), que
sdo substancias reativas ao aquecimento do acido tiobarbiturico (TBA) formadas
durante a peroxidagdo em sistemas de membranas e microssomos. MDA reage com
o TBA gerando um produto colorido réseo lido em espectrofotdmetro (532 nm). Esta
padronizacao foi realizada utilizando a técnica descrita por Draper e Hadley (1990) e
adaptada para medida em plasma e homogenato de musculo soleus. Foram
utilizados 200 yL de homogenato do tecido muscular esquelético para 400 pL de
acido tricloroacético (TCA). Para o plasma, foram utilizados 200 yL de amostra,

diluidos em 600 uL de TCA. As amostras foram centrifugadas por dez min em 1000
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rom a 4°C. Separou-se 500 uL do sobrenadante em um tubo de ensaio com tampa e
adicionou 500 pyL de TBA (0,67%). Os tubos foram colocados em um banho seco
(100°C) por trinta minutos. Deixou-se esfriar por cinco minutos e posteriormente foi
feita a leitura em espectrofotdmetro (532 nm; Ultrospec 2100 Pro, Amersham

Biosciences, Buckinghamshire, UK)

2.8.2 Carbonilacdo de proteinas

Este método é utilizado para dosagem de oxidagcdo de proteinas e se baseia
no principio de que varios radicais livres atacam residuos de aminoacidos de
proteinas, (histidina, arginina, lisina e prolina) para produzir produtos com o0 grupo
carbonil, o qual pode ser medido através da reagao com 2,4-dinitrofenilhidrazina. O
conteudo de carbonil € determinado espectrofotometricamente em 380 nm usando
um coeficiente 22.0000 molar-1 em nmol/mg de proteinas, como descrito por Levine
et al. (1990).

Foram utilizados 200uL de homogenato de tecido muscular esquelético em
duplicata. Foram realizadas lavagens com solu¢do de HCL-acetona, TCA 10%, TCA
20%, TCA 30%, e etanol-acetato de etila. Em cada lavagem as amostras foram
centrifugadas por 3 min a 600 g, e descartado o sobrenadante. Uma parte das
amostras foi incubada com 2,4-dinitropheniylhydrazine e outra parte incubada com
HCI 2 M por 1 hora. Em seguida, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante
descartado. Todas as amostras foram incubadas com guanidina 6 M a 60°C por
trinta minutos. As amostras foram centrifugadas e foi realizada a leitura da
absorvancia do sobrenadante em espectrofotometro (380 nm; Ultrospec 2100 Pro,

Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK).

2.9 Atividade das enzimas antioxidantes

A medida da atividade das enzimas antioxidantes SOD, catalase (CAT) e GPx

foi realizada em amostras de plasma, e em homogenato de tecido muscular
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esquelético preparados com tampao fosfato (NaCl 5,84 g, NaH2PO4 13,8 g,
Na2HPO4 26,8 g, KCI 7,45 g, EDTA 2,28 g) em pH:7,4.

2.9.1 Medida da superoéxido dismutase

A enzima SOD catalisa a dismutagcdo do anion superdoxido em oxigénio e
peréxido de hidrogénio. A determinagdo da atividade da enzima baseou-se na
medida da concentragdo de adenocromo, resultante da oxidagcdo da noradrenalina
pelo anion superoxido. Este ensaio foi realizado utilizando a técnica descrita por
Bannister e Calabrese (1982) para a medida no plasma e homogenato de musculo
esquelético. Foram utilizados 40, 60 e 80 uL de cada amostra de plasma; 20, 40 e
60 uL de cada amostra de homogenato de tecido muscular esquelético em cubetas
separadas. As amostras foram incubadas com 970 pL tampé&o glicina (3,75mg/mL de
agua destilada) e noradrenalina (19 mg/mL de agua destilada). Também foram
adicionados 20 pL da enzima catalase (1,2 mg/ml de agua destilada) ao meio para
retirar o perdoxido de hidrogénio formado pela reagao catalisada pela SOD. A
concentragdo de adenocromo foi medida espectrofotometricamente (480 nm;
Ultrospec 2100 Pro, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) em um intervalo

de cento e oitenta segundos.

2.9.2 Medida da catalase

A catalase € uma hemeproteina que catalisa a degradagao do peréxido de
hidrogénio, formando oxigénio molecular e agua. A atividade da enzima foi avaliada
através do consumo de peroxido de hidrogénio pela reagdo. Foram utilizados 40 uL
de amostra de plasma, 200 yL de amostra de homogenato de tecido muscular
esquelético em cubetas separadas (quartzo). As amostras foram incubadas com 2
mL de tampé&o fosfato e perdxido de hidrogénio (0.16%). A concentragao de perdxido

de hidrogénio (H20:2) foi avaliada durante sessenta segundos por espectrofotometria
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(240 nm; Ultrospec 2100 Pro, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) em um

intervalo de sessenta segundos (Aebi, 1984).

2.9.3 Medida da glutationa peroxidase

A GPx é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reduc¢ao do (H20:2) e
hidroperoxidos organicos (ROOH) para H20 e &lcool, usando a GSH como doador
de elétrons. Ela esta localizada tanto no citosol quanto na matriz mitocondrial. A
determinacdo da atividade da GPx foi realizada a partir da taxa de decaimento da
NADPH, determinada por espectrofotometria, no comprimento de onda de 340 nm.
Foram utilizados 50 yL de amostra de plasma, 200 yL de homogenato de tecido
muscular esquelético em cubetas separadas. As amostras foram incubadas com
1800 pyL de tampéo fosfato, glutationa reduzida (2 mM), GR (0.11 mg/mL) e azida
sddica (0,065 mg/mL) durante dez minutos. Apos o tempo de incubagéo, NADPH (10
mM) foi adicionado ao meio e foram realizadas as leituras em um intervalo de cento
e oitenta segundos. Posteriormente, H202 (3%) foi adicionado e uma nova leitura foi
realiza por duzentos e quarenta segundos. O decaimento da NADPH foi
determinado por espectrofotometria (340 nm; Ultrospec 2100 Pro, Amersham
Biosciences, Buckinghamshire,UK). Esta padronizagdo foi realizada utilizando a

técnica descrita por Flohé e Gunzler (1984) e adaptada para o os tecidos estudados.

2.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrédo da média (EPM). O
programa SPSS IBM Statistics (IBM corporation softwares, Inc., Chicago, EUA) foi
utilizado para as analises estatisticas e para obtencao dos graficos foi utilizado
GraphPad Prism 6 (GraphPad softwares, Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados
foram analisados utilizando-se Two--way analysis of variance (ANOVA), para
comparar as diferengas entre os diversos grupos experimentais, com posterior uso

do pos-teste Tukey e Bonferroni, sendo considerados significativos quando p <0,05.
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Para as analises referentes ao teste de esforgo foi utilizado o Teste-t para comparar
as diferengas entre o mesmo grupo (pareado) e os dois grupos distintos (néo

pareado).
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito do tratamento com ASE e do exercicio sobre o ganho de peso

corporal

Nao houve diferenca do ganho de peso corporal entre os animais dos

diferentes grupos estudados durante as 4 semanas de estudo (Figura 9).

Figura 9 - Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre o ganho de peso

corporal
40+
= I
g 304 T ﬁ ;
g 20+ - ﬁ
2 EE
% 104
& e
o e

SD SD+ASE TR TR+ASE

Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE).
Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos por
grupo. two-way ANOVA e pés-teste de Tukey e Bonferroni.
Fonte: O autor, 2017.

3.2 Efeito do tratamento com ASE sobre a atividade fisica no teste progressivo

maximo

No primeiro teste progressivo maximo, realizado antes do inicio do tratamento

com ASE e do treinamento fisico crbnico, nenhuma diferenca estatistica foi
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observada entre os grupos treino e treino+ASE para a distancia percorrida (Figura

10A) e o tempo de exercicio (Figura 10B).

Figura 10 - Efeito do teste progressivo maximo inicial sobre a distancia percorrida e

o tempo de exercicio
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Legenda: Treino (TR) e treino tratados com ASE (TR+ASE). Distancia percorrida (A) e tempo de
exercicio (B) durante o teste de esforgo (inicial)
Nota: Os valores estao expressos em média + erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos  por
grupo. Testes-t ndo pareado e pos-teste de Tukey e Bonferroni.
Fonte: O autor, 2017.

Apods quatro semanas de tratamento com ASE e de atividade fisica regular, no
final do experimento, foi realizado o segundo teste progressivo maximo. Neste teste
foi constatado, que os animais do grupo treino e treino+ASE percorreram uma
distancia maior e se exercitaram por mais tempo (p<0,05) na esteira rolante, quando
comparados aos seus respectivos testes de esforgos iniciais (Figura 11A ,11B, 11C
e 11D).
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Figura 11 — Efeito do tratamento com ASE sobre a distancia percorrida e o tempo de

atividade fisica no teste progressivo maximo
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Legenda: treino (TR) e treino tratados com ASE (TR+ASE). Tempo de exercicio durante o teste de
esforco (inicial) e ao final do treinamento fisico crénico na auséncia de tratamento (A) e (C) ao
final do tratamento com ASE (B) e (D).

Nota: Os valores estao expressos em média + erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos por
grupo. Letra (A) e (B) *p<0,05 em relagéo a distancia percorrida inicial conforme
determinado pelo Testes-t. pareado. Letra (C) e (D) *p<0,05 em relagdo ao tempo inicial
conforme determinado pelo Testes-t. pareado.

Fonte: O autor, 2017.
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Apos quatro semanas de tratamento com ASE e de atividade fisica regular
observamos também um aumento na distancia percorrida, do tempo de exercicio e
da velocidade média quando comparado ao grupo treino (p<0,05). (Figura 12A, 12B
e 12C).

Figura 12 — Comparacdo do efeito do tratamento com ASE sobre a distancia

percorrida, o tempo de exercicio e a velocidade média no teste
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Legenda: treino (TR) e treino tratados com ASE (TR+ASE). Comparagéao da distancia percorrida final
(A), do tempo de exercicio final (B) e da velocidade média final (C) entre os grupos treino e
treino+ASE.

Nota: Os valores estao expressos em média + erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos  por
grupo. Letra (A), (B) e (C) *p<0,05 em relagdo ao grupo controle conforme determinado pelo
Testes-t ndo pareado.

Fonte: O autor, 2017.
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3.3 Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre os niveis de

glicemia

Os niveis de glicose foram mensurados uma vez antes e outra apds as quatro
semanas de treinamento crénico. Nao houve diferenga dos niveis glicémicos entre
os animais dos diferentes grupos estudados, tanto na medida inicial (Figura 13A),

como na medida final (Figura 13B).

Figura13 - Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre os niveis

glicémicos
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE). (A) medida de glicemia antes e (B) apods o tratamento com ASE e o
treinamento fisico crénico

Nota: Os valores estao expressos em média * erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos por

grupo. two-way ANOVA e pés-teste de Tukey e Bonferroni.

Fonte: O autor, 2017.

3.4 Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre os niveis de

proteinas da via de sinalizag¢ao da insulina

N&o houve diferenga significativa nos niveis das proteinas PI3K, Akt, pAkt, e

Glut4 nos diferentes grupos estudados.
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Figura 14 - Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre a expressao de

proteinas da via de sinalizagao da insulina
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE). Niveis proteicos de PI3K (A), AKT (B), pAKT (C) e Glut-4 (D
Nota: Os valores estao expressos em média + erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos por
grupo. p<0,05 conforme determinado pelo método two-way ANOVA e pds- teste de
Tukey e Bonferroni.
Fonte: O autor, 2017.

~

3.5 Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre os niveis de

lactato

Os niveis de lactato foram mensurados uma vez antes e outra apds as quatro
semanas de treinamento cronico. A medida inicial ndo foi diferente entre os grupos
estudados (Figura 15A). Ao final do treinamento fisico crbénico, os niveis de lactato
foram reduzidos de maneira significativa (p<0,05), no grupo Treino+ASE (TR+ASE)
em relagao aos grupos Treino (TR) e Sedentario (SD) (Figura 15B).
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Figura 15 - Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre os niveis de

lactato
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE). (A) medida de lactato antes do tratamento com ASE e do
treinamento fisico crénico e (B) apds o final do mesmo.

Nota: Os valores estao expressos em média * erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos  por
grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo Sedentario; +p<0,05 em relacdo ao grupo Treino,
conforme determinado pelo método two-way ANOVA e pds-teste de Tukey e Bonferroni

Fonte: O autor, 2017.

3.6 Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre a resposta

vasodilatadora da acetilcolina em LAM

A acetilcolina (ACh) produziu uma resposta vasodilatadora dose-dependente
que foi maior (p<0,05) em LAM isolado de animais dos grupos Treino e Treino+ASE,
quando comparados aos grupos sedentarios. O tratamento com ASE aumentou
(p<0,05) a resposta vasodilatadora da ACh nos animais do grupo sedentario+ASE
em relagdo ao grupo Sedentario nas duas primeiras doses. Nas doses menores de
0,03pmol e 0,3 pmol, o treinamento fisico associado ao suplemento com ASE
potencializou (p<0,05) a resposta vasodilatadora da ACh em relagdo ao grupo
Treino.
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Figura 16 - Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre a resposta

vasodilatadora da acetilcolina em leito arterial mesentérico
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentérios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e  treino tratados

com ASE (TR+ASE).

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos por
grupo. *p<0,05 em relagédo ao grupo SD, # p<0,05 em  relagdo ao grupo SD+ASE; +p<0,05
em relagdo ao grupo TR, conforme determinado pelo método two-way ANOVA e pos-teste de
Tukey e Bonferroni.

Fonte: O autor, 2017.

3.7 Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre a resposta

vasodilatadora da nitroglicerina em LAM

Nao houve alteracdo na resposta vasodilatadora induzida pela nitroglicerina

(NG) em LAM dos animais dos diferentes grupos estudados (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre a resposta

vasodilatadora da nitroglicerina em leito arterial mesentérico
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE).
Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos por
grupo. two-way ANOVA e pds-teste de Tukey e Bonferroni.
Fonte: O autor, 2017.

3.8 Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre a resposta

vasoconstrictora da noradrenalina em LAM

A noradrenalina produziu uma resposta vasoconstrictora dose-dependente
que foi maior (p<0,05) em LAM isolado de animais do grupo sedentario, quando
comparada aos grupos Sedentario + ASE e Treino + ASE. O treinamento fisico
isoladamente reduziu (p<0,05) a resposta vasoconstritora da noradrenalina nas
doses menores de 0,01nmol,7nmol e 3nmol em relagao ao grupo sedentario. Nao

houve diferenca entre os grupos Treino e Treino+ASE.
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Figura 18 - Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre a resposta

vasoconstritora da noradrenalina em leito arterial mesentérico
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE).
Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdao da média, n=10 ratos Wistar machos por

grupo. *p<0,05 em relagcdo ao grupo SD. conforme determinado pelo método two-way ANOVA
e pos-teste de Tukey e Bonferroni.
Fonte: O autor, 2017.

3.9 Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre os niveis de

proteinas peNOS e Hsp90

Nao houve diferenca significativa nos niveis da p-eNOS (Figura 16B) e da

proteina acessoria Hsp90 (Figura 16A) nos diferentes grupos estudados.
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Figura 19 — Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre os niveis de

proteinas peNOS e Hsp90
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados

com ASE (TR+ASE). Niveis proteicos de Hsp90(A), peNOS(B),

Nota: Os valores estao expressos em média + erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos por
grupo. p<0,05 conforme determinado pelo método two-way ANOVA e pés-teste de Tukey e
Bonferroni.

Fonte: O autor, 2017.

3.10 Efeito do Tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre os ensaios proé-

oxidantes

3.10.1 Substincias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

N&o foi observada diferengca na formagdo de subprodutos (malondialdeido-
MDA) da peroxidagao lipidica em amostras de tecido muscular esquelético e plasma

dos grupos estudados.
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Figura 20 — Efeito do tratamento do ASE e do exercicio fisico sobre os niveis de

TBARS
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE). Em amostras de tecido muscular esquelético (A) e plasma (B).
Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos por
grupo. two-way ANOVA e pds-teste de Tukey e Bonferroni.
Fonte: O autor, 2017.

3.10.2 Carbonilacdo de proteinas

Nao foi observada diferenca na carbonilacido de proteinas em amostras de

tecido muscular nos grupos estudados.
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Figura 21 - Efeito do tratamento do ASE e do exercicio fisico sobre os niveis de

carbonilagao de proteinas
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE).
Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos por
grupo. two-way ANOVA e pos-teste de Tukey e Bonferroni.
Fonte: O autor, 2017.

3.11 Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre a atividade das

enzimas antioxidantes

3.11.1 Superdéxido dismutase

A atividade da enzima SOD foi maior (p<0,05) em amostras de tecido
muscular esquelético dos animais do grupo Treino + ASE quando comparada a dos
grupos Treino e Sedentario (Figura 22A).

Observamos também que a atividade da SOD nao foi diferente em amostras

de plasma entre os grupos diferentes grupos estudados (Figura 22B).
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Figura 22 - Efeito do tratamento do ASE e do exercicio fisico sobre a atividade da

enzima superoxido dismutase
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE). Em amostras de tecido muscular esquelético (A) e plasma (B).
Nota: Os valores estao expressos em média + erro padrao da média, n=10 ratos wistar machos  por
grupo. Excecéo letra (A) *p<0,05 em relacdo ao grupo Sedentario; +p<0,05 em relacdo
ao grupo Treino, conforme determinado pelo método two-way ANOVA e pés-teste de Tukey e
Bonferroni.
Fonte: O autor, 2017.

3.11.2 Glutationa peroxidase

Nao foi observada diferenca na atividade da enzima GPx em amostras de
tecido muscular esquelético dos diferentes grupos estudados (Figura 23A). A
atividade da enzima GPx foi maior (p<0,05) em amostras de plasma dos animais do
grupo Treino + ASE quando comparada a dos grupos Sedentario e Treino. O
tratamento com ASE isoladamente aumentou a atividade da GPx (p<0,05) em

relacdo ao grupo Treino. (Figura 23B).
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Figura 23 - Efeito do tratamento do ASE e do exercicio fisico sobre a atividade da

enzima glutationa peroxidase
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE). Em amostras de tecido muscular esquelético (A) e plasma (B).

Nota: Os valores estdo expressos em média £ erro padrdo da média, n=10 ratos wistar machos por
grupo. Excecéo letra (A) *p<0,05 em relagdo ao grupo Sedentario; +p<0,05 em relagao ao
grupo Treino, conforme determinado pelo método two-way ANOVA e pos-teste de Tukey e
Bonferroni.

Fonte: O autor, 2017.

3.11.3 Catalase

N&o houve diferenga na atividade da enzima catalase em amostras de tecido

muscular esquelético (Figura 24A) e plasma (Figura 24B) dos diferentes grupos
estudados.
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Figura 24 - Efeito do tratamento do ASE e do exercicio fisico sobre a atividade da

enzima catalase

—
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—
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE). Em amostras de tecido muscular esquelético (A) e plasma (B).
Nota: Os valores estdo expressos em média £ erro padrdo da média, n=10 ratos Wistar machos por
grupo. two-way ANOVA e pdés-teste de Tukey e Bonferroni.
Fonte: O autor, 2017.

3.12 Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre os niveis de
proteinas envolvidas na biogénese mitocondrial no tecido muscular

esquelético

Os niveis das proteinas AMPK e pAMPK n&o foram alteradas entre os
diferentes grupos estudados (Figura 25A e 25B). O treinamento fisico isolado
aumentou a expressdo da proteina PGC1a (p<0,05) em relagcdo aos grupos
Sedentario e Sedentario + ASE, ndo havendo diferenga estatistica significativa entre

os grupos Treino e Treino+ASE. (Figura 25C).
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Figura 25 - Efeito do tratamento com ASE e do exercicio fisico sobre os niveis de
proteinas da cascata de sinalizagdo biogénese mitocondrial no tecido

muscular esquelético
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Legenda: Sedentarios (SD), sedentarios tratados com ASE (SD+ASE), treino  (TR) e treino tratados
com ASE (TR+ASE). Niveis proteicos de AMPK(A) pAMPK (B) e PGC1a (C).

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=10 ratos Wistar machos por
grupo. Letra (B) *p<0,05 em relagédo ao grupo Sedentario; #p<0,05 em relagédo ao grupo
Sedentario+ASE conforme determinado pelo Teste-t ndo pareado. Letra (C) *p<0,05 em
relacdo ao grupo Sedentério; #p<0,05 em relacdo ao grupo Sedentario+ASE conforme
determinado pelo método two-way ANOVA e pds-teste de Tukey e Bonferroni.

Fonte: O autor, 2017.
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4 DISCUSSAO

Em um estudo preliminar realizado pelo nosso grupo em ratos, observamos
que a associagao do exercicio fisico com o ASE melhorou o desempenho fisico e
alguns parametros metabdlicos (dados nao publicados). Com base nessas
observagdes e nas propriedades do ASE ja descritas, testamos a hipotese de que a
possivel melhora do desempenho fisico induzida pelo ASE possa envolver a fungao
vascular, agdo antioxidante e a participagdo da biogénese mitocondrial no tecido
muscular esquelético.

O Exercicio fisico aerdbico é considerado uma excelente estratégia para o
controle e manutencao do peso corporal (Donnelly et al. 2009; Jakicic et al. 2008).
Estudos da literatura demonstram que o treinamento fisico continuo de duas
horas/dia, durante oito semanas, produziu uma reducgdo significativa no ganho de
peso em ratos saudaveis (Martinez et al. 2017), e o exercicio fisico de baixa
intensidade em esteira rolante, 20 minutos a cada 3 dias, preveniu o ganho de peso
em ratos alimentados com sacarose (Rooney et al. 2012). Embora o exercicio fisico
aerobico se configure como uma importante ferramenta na perda ou controle de
peso e ganho de massa corporal, a intensidade e o tempo da atividade, juntamente
com a dieta também exercem um papel fundamental. No presente estudo, nao
encontramos diferengas significativas no ganho de peso entre os grupos estudados.
Os animais de todos os grupos foram alimentados com dieta padréao para rato, o que
nao contribui para um elevado ganho de peso entre os animais. Somado a isso, 0
tempo de exercicio por dia praticado, de intensidade moderada, poderia também
contribuir como um fator limitador na redugdo do ganho de peso. Outros dados da
literatura demonstram que a associacao do exercicio fisico de intensidade moderada
com suplementacgao de polifendis ndo provocam impactos significativos sobre o peso
corporal de animais, tanto com o cha verde (Murase et al. 2006), quercetina (Casuso
et al. 2013) ou o consumo de polifendis presentes na maga (Nakazato et al. 2007), o
que corrobora nossos resultados. Estudos anteriores do nosso grupo em ratos
normais ou diabéticos, também nao observaram redugado significativa do peso
corporal dos animais pelo ASE, isoladamente ou associado a pratica fisica aerébica

de intensidade moderada (dados nao publicados).
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No presente estudo evidenciamos um aumento significativo tanto no tempo
quanto na distancia percorrida pelos animais, no teste progressivo maximo apos as
semanas de treinamento fisico crénico. Este achado é corroborado por estudos da
literatura sobre a regularidade do exercicio como um promotor da melhora do
desempenho fisico em modelos animais. Briito et al. (2013), observaram que ratos
wistar saudaveis que praticaram exercicio fisico aerébico em esteira rolante, durante
cinco semanas, apresentaram aumento na velocidade maxima alcangada no teste
de esforco maximo. Além disso, podemos citar estudos que observaram melhora no
desempenho fisico em ratos espontaneamente hipertensos (Caponi et al. 2013) e
ratos diabéticos induzidos por estreptozocina (Rodrigues et al. 2007). Sendo assim,
nossos dados reforgcam que o exercicio fisico aerobico de intensidade moderada, por
si sO, promove melhora do desempenho fisico em modelo animal.

Em nossos resultados ndo observamos diferencgas significativas no nivel de
glicemia em jejum entre os grupos estudados. O indice glicEmico é a presencga da
glicose na circulagéo sistémica e sua posterior captagdo pelos tecidos periféricos
sendo que a elevagao destes niveis em jejum € associada com desenvolvimento de
patologias como o diabetes mellitus (Gross et al. 2001). Evidéncias apontam que o
exercicio fisico reduz os niveis glicémicos em animais e humanos diabéticos, sendo
altamente recomendado para os portadores dessa sindrome (Delavar, 2016; Grisé et
al. 2016).

Da mesma forma que o exercicio, evidéncias recentes tém sugerido que os
polifendis possuem propriedade hipoglicemiante (Babu et al. 2013), que é
corroborada por resultados do nosso grupo, que tem demonstrado que o tratamento
preventivo com o ASE reduz os niveis glicémicos em modelo de sindrome
metabdlica de maneira isolada (de Oliveira et al. 2010; 2015), assim como em
modelo de hipertensédo associada ao diabetes (Cordeiro et al. 2017). No entanto, o
fato de n&o observarmos alteragdo significativa na glicemia entre os grupos
estudados se deve, possivelmente, ao fato de que os animais utilizados neste
modelo experimental ndo possuiam nenhuma anormalidade dos niveis glicémicos,
constatando que o exercicio fisico, 0 ASE ou a associagdo de ambos, mantiveram a
normoglicemia destes animais.

Neste contexto, avaliamos a expressao das proteinas na cascata de insulina,
como a Pi3K, Akt, pAkt e o Glut-4 no tecido muscular esquelético. Ndo observamos

diferencgas significativas na expressao dessas proteinas entre os grupos estudados.
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Ao mesmo tempo, a atividade fisica regula a transcricdo de genes como o0 IRS-1 e a
expressao pos-trascricional da Pi3K (Sato et al. 2003), bem como, aumenta a
expressdo do Glut-4 (Christ-Roberts et al. 2004), efeitos fundamentais para a
melhora da sensibilidade a insulina. Nesse aspecto, nosso extrato ja demonstrou a
capacidade de promover melhora na via de captacdo de insulina em animais
diabéticos submetido ao exercicio fisico (dados nao publicados). Contudo, grande
parte desses trabalhos utiliza modelo animal com sindrome metabdlica (Dong et al.
2013; Gandhi et al. 2013; Ishak et al. 2013). Em adigao, um estudo da literatura com
ratos submetidos ao exercicio fisico em esteira rolante demonstrou que houve
aumento na expressao do transportador Glut-4 apds uma hora de exercicio, porém a
expressao dessa proteina era reduzida apos trés horas na membrana plasmatica em
homogenato de musculo, retornando aos seus niveis basais (Kido et al. 2016).
Assim, o modelo animal utilizado e o tempo de coleta das amostras podem ter
limitado a visualizag&o ou alteragao desta via.

No modelo experimental estudado encontramos ao final do tratamento que o
treinamento fisico crénico associado ao ASE promoveu uma reducido nos niveis de
lactato sanguineo quando comparados aos grupos sedentario e treino. A presencga
elevada do lactato no sangue pode ser considerada um dos fatores da fadiga
muscular, pois € um subproduto da glicolise anaerdbica (Koho et al. 2002), onde
alguns estudos sugerem que sua presenga possa causar acidose muscular
(Nalbandian, 2016). Esse processo de producdo de energia € fundamental nos
momentos iniciais do exercicio fisico (Urso et al. 2013), porém, em exercicios fisicos
de intensidade moderada e longa durac&o, o metabolismo glicolitico aerébio, onde o
oxigénio é o aceptor final, € predominante (Silva et al. 2007). Com isso a
vasodilatagao no tecido muscular esquelético reduz a resisténcia periférica ao fluxo
sanguineo otimizando a distribuicdo de oxigénio pelos tecidos em atividade
(Monteiro, 2004). Nosso extrato € um potente vasodilatador dependente de
endotélio, principalmente por estimular a sintese de NO (Rocha et al. 2007). Este
agente desempenha um papel importante na fisiologia do exercicio por participar do
processo de vasodilatagdo no musculo ativo (Nyberg et al. 2015). Deste modo,
sugerimos que o ASE promove uma melhora na perfusdo sanguinea no musculo em
atividade via secrecdo de NO, permitindo assim um maior aporte de oxigénio e
consequentemente maior captacdo do mesmo pelo tecido muscular, e auxiliando a

produgao energética pela via aerdbica.
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Contudo, para um melhor diagndstico do processo, € necessario que outros
marcadores bioldgicos como a expressao das enzimas lactato desidrogenase e
creatina fosfoquinase possam ser mensurados. Ainda neste contexto, nao
observamos diferencas significativas nos niveis de lactato entre o grupo treino e os
grupos sedentarios, demonstrando assim que o modelo de treinamento fisico
aerobico de intensidade moderada reproduzido respeitou os limites do indice de
lactato estavel (Voltarelli et al. 2002).

Robustas evidéncias literarias sugerem que o exercicio fisico induz um
processo de adaptacéo fisioldgica do musculo esquelético com melhora da captagao
do oxigénio (Nbébrega, 2006; Holloszy, 1984 e Calvo et al. 2008), aumento na sintese
de glicogénio (Dos Santos et al., 2010), e da biogénese mitocondrial, com melhora
da eficiéncia das mitocondrias (Krieger et al. 1980), sendo estes processos
primordiais na adaptacdo do musculo esquelético ao exercicio fisico aerdbico
(Clapier et al. 2008 e Drake et al. 2017). Portanto, a melhora observada no
desempenho fisico tanto na melhora da distancia percorrida como no tempo de
exercicio nos animais submetidos ao teste de esforco maximo pode ser atribuida
aos diversos parametros anteriormente citados. Com um maior volume de oxigénio
captado e transportado para a microcirculacdo presente no musculo esquelético,
associado ao maior conteudo mitocondrial e com melhor eficiéncia, 0 musculo pode
realizar a fosforilagdo oxidativa para a geracdo de energia, reduzindo a fadiga
muscular e promovendo uma melhora no desempenho fisico.

Em nosso estudo observamos pela primeira vez, uma melhora tanto no tempo
de exercicio como na distancia percorrida no teste de esforgo maximo em animais
que praticaram exercicio fisico aerdbico suplementados com o ASE. Esta melhora
na performance foi de aproximadamente 57% superior na distancia percorrida, cerca
de 25% superior no tempo de exercicio e 33% superior na velocidade média quando
comparada aos animais do grupo treino sem tratamento. Corroborando estes
achados, estudos com polifendis tem demonstrado que os mesmos podem promover
ganhos no desempenho fisico, como a quercetina, um flavonol encontrado em
plantas, o qual promove um ganho significativo na performance fisica em humanos
(Nieman et al. 2010; Mac Hae et al. 2006) e a catequina que promove uma melhora
no desempenho fisico, principalmente, em nao atletas, por aumentar a capacidade
de resisténcia e o volume de oxigénio maximo (Malaguti et al. 2013). Vale ressaltar

que a catequina € um dos polifendis encontrados no ASE.
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Portanto, a utilizagao de polifendis como potencializadores do desempenho
fisico, torna-se atraente, entretanto os mecanismos envolvidos ainda ndo sdo bem
estabelecidos. A geracdo de NO pelos polifendis poderia ser uma explicagdo para
uma possivel agdo vasodilatora na microcirculagdo da maquinaria contratil dos
midcitos, no tecido muscular esquelético (Wadley, 2007). A capacidade do ASE em
estimular a formacdo de NO em células endoteliais em cultura, via ativacdo da
enzima NO sintase foi demonstrada em estudos anteriores do nosso grupo (Rocha
et al., 2007; Rocha et al., 2008). Ainda nesse contexto, a presenca do NO
estimulado pelo ASE poderia auxiliar na manutencdo da vasodilatacdo no musculo
esquelético ativo, em resposta a agao vasoconstritora exercida pelo sistema nervoso
simpatico, permitindo um melhor fluxo sanguineo e difusdo de oxigénio no tecido
muscular (Remenynsder et al. 1962; Roseguini BT et al. 2007).

Outras evidéncias da literatura evidenciam a caracteristica dos polifendis de
exercer protecdo em um ambiente de estresse oxidativo, como no estudo com
extrato de blueberry que demonstrou um efeito protetor dose-dependente contra o
dano oxidativo em cultura de células musculares esqueléticas (Hurst et al. 2010),
assim como os polifendis da maga que exercem uma protecao das fibras musculares
contra o dano oxidativo, promovendo o aumento da resisténcia muscular (Nakazato
et al. 2007). Somado a estas evidéncias, alguns trabalhos sugerem que o consumo
de bebidas ricas em polifendis reduz a utilizagdo de hidratos de carbono, poupando
glicogénio e consequentemente resultando no aumento da execugao de exercicios
de resisténcia (Murase et al. 2005; Murase et al. 2006). Da mesma forma a
suplementagcdo com extrato da casca de roma nao sé promoveu uma melhora na
performance fisica de ratos submetidos ao treinamento fisico como também um
aumento no conteudo de glicogénio e ATP muscular (Swamy et al. 2011).

No presente trabalho, estudamos o papel do exercicio fisico e do ASE sobre a
modulagdo vascular, avaliando a resposta a agentes vasodilatadores e
vasoconstritores em leito arterial mesentérico, como um possivel mecanismo de
melhora do desempenho do exercicio. Encontramos uma melhor resposta
vasodilatadora em resposta a acetilcolina, um vasodilatador dependente de
endotélio, nos grupos treino e treino suplementado com ASE comparadas ao grupo
sedentario. Corroborando estes achados, trabalhos da literatura sugerem que a
pratica fisica pode melhorar a fungdo endotelial. Em modelo animal, ratos

hipertensos obtiveram melhor resposta vascular para a acetilcolina em leito arterial



67

mesentérico com o exercicio fisico em piscina por 1hora/dia durante seis semanas
(Kuru et al. 2009). Da mesma forma, ratos saudaveis submetidos a uma unica
sessdo de exercicio fisico em esteira rolante (60 minutos, com velocidade de 60%
da capacidade do teste de esforco maximo) apresentaram melhor resposta
vasodilatadora para a acetilcolina em anéis de aorta devido a maior
biodisponibilidade de NO (Tanaka et al. 2015).

A inibicdo da NO sintase pode reduzir a resposta vasodilatadora da
acetilcolina (Jen et al. 2002) ou parcialmente (Tanaka et al., 2015), em ratos
submetidos a uma unica sessdo de atividade fisica. Neste contexto, o exercicio
fisico promove um aumento da expressao ou atividade da NO sintase (Harris et al.
2008; McAllister et al. 2010), sendo esse um dos principais mecanismos pelos quais,
o exercicio previne a disfungcdo endotelial (Ghisi et al. 2010). Assim, nossos dados
reforcam o papel do exercicio fisico em promover uma melhora em resposta a
agentes vasodilatadores dependente de endotélio, em animais saudaveis,
possivelmente pela producdo de fatores vasodilatadores induzidos pela pratica
fisica, como o NO, promovendo uma protecdo ao endotélio vascular. Apesar de
estudos anteriores do nosso grupo demonstrarem efeito anti-hipertensivo e melhora
da funcao endotelial em animais hipertensos tratados com ASE (Costa et al. 2012,
Cordeiro et al. 2015), o tratamento de animais saudaveis com o extrato isoladamente
nao alterou de maneira significativa a resposta do leito arterial mesentérico a
acetilcolina em relagao ao grupo sedentario. Somente a associagao do extrato com o
exercicio produziu uma reducgao significativa em relagdo aos grupos sedentarios, e
uma pequena melhora em relagdo ao grupo treino, principalmente em doses
menores. Neste contexto, o papel do exercicio fisico tem maior impacto que o ASE
na melhora da resposta vasodilatadora, sendo que a associagdo de ambos
promovem uma leve potencializacdo dessa resposta em relagdo ao grupo treino,
possivelmente, pelo somatoério das propriedades vasodilatadoras tanto do extrato
como do exercicio (Rocha et al. 2007; Rocha et al. 2008; Harris et al. 2008;
McAllister et al. 2010).

Nossos resultados mostram uma resposta vasoconstritora mais exacerbada
da noradrenalina (NE), no grupo sedentario em relagdo aos demais grupos, o que
estd de acordo com dados da literatura (Araujo et al. 2013; Faria et al. 2017).
Embora tenhamos observado uma redugao dessa resposta no grupo treino, os

grupos suplementados com ASE, tanto isoladamente como associado ao
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treinamento fisico apresentaram uma redugao mais expressiva da reatividade a NE.
Nesse caso, destacamos uma maior eficacia do ASE, comparado ao exercicio, na
protecdo contra a vasoconstricdo induzida pela NE. Como outrora mencionado, os
efeitos vasodilatador do ASE via NO e EDHF (Rocha et al. 2007; 2008) e a agéo
antioxidante (Rocha et al. 2008; Oliveira et al. 2010; de Moura et al. 2011; Moura et
al. 2012; da Costa et al. 2012; de Bem et al. 2014) devem contribuir para o aumento
da biodisponibilidade do NO, e exercer um efeito protetor no endotélio vascular. A
resposta vasodilatadora independente de endotélio promovido pela nitroglicerina nao
foi diferente entre os grupos estudados, indicando n&o haver alteragdo da
responsividade do musculo liso. Estes dados em conjunto demonstram que tanto o
exercicio fisico como o ASE exercem um papel protetor na fungcdo endotelial, e que
a associacao de ambos tende a potencializar essa protecdo o que pode contribuir
para a melhora do desempenho apods treinamento fisico.

Ao observar nossos resultados em relagdo a atividade ao quadro oxidativo,
nao encontramos alteragdes na peroxidagao lipidica, assim como na carbonilagdo de
proteinas em plasma e no homogenato muscular entre os grupos estudados,
indicando que a atividade fisica regular e de intensidade moderada nao resultou em
dano oxidativo nos tecidos estudados. Este resultado € corroborado por um estudo
no qual os niveis de MDA e de carbonilagcédo de proteinas em atletas que praticavam
atividade regular tanto aerdbica como anaerdbica, ndo apresentaram alteragdes
nesses marcadores de dano oxidativo, demonstrando o papel adaptativo do
exercicio fisico no combate ao dano oxidativo (Park et al. 2016).

A atividade elevada da enzima antioxidante SOD no grupo treino
suplementado com ASE em homogenato muscular e GPx nos grupos
suplementados com ASE no plasma indicam uma potencializacdo da defesa
antioxidante induzida pelo extrato nesses grupos. Considerando que o musculo
soleus € um dos mais ativos durante a pratica fisica de corrida com alto conteudo
mitocondrial (Khani et al. 2017), a atividade aumentada da SOD pode representar
uma resposta adaptativa ao desempenho mais desgastante do ultimo teste de
esforgco, devido a maior distancia e tempo percorrido por esses animais e
consequentemente, com maior consumo de oxigénio e aumento da geracédo de
ERO. Um estudo realizado com extrato antioxidante de tomilho foi capaz de
melhorar em até 4 vezes a performance fisica de ratos, porém houve aumento dos

niveis de peroxidacgao lipidica devido a atividade fisica mais extenuante e a falha do
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extrato em melhorar a defesa enzimatica antioxidante dos animais suplementados.
(Khani et al. 2017). Em nosso estudo a melhora da atividade de enzimas
antioxidantes pelo ASE, sugere que o extrato conseguiu prevenir o dano oxidativo
mesmo em uma atividade mais extenuante, devido a sua capacidade de melhorar a
defesa antioxidante como ja foi demonstrado por nosso grupo, em lavado
bronquioalvelar e pulmé&o de camundongos expostos a fumacga de cigarro (Moura et
al. 2011; Moura et al. 2012); em plasma de camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica (de Oliveira et al. 2010); em homogenato de vasos mesentéricos em
modelo de hipertenséo renovascular (da Costa et al. 2012) e espontanea (Cordeiro
et al. 2015); e em plasma e homogenato de rim em modelo de programacéao
metabdlica com dieta hipoprotéica durante a gestacao (de Bem et al. 2014).

Com o objetivo de avaliar um possivel papel do ASE na biogénese
mitocondrial, estudamos a expressao de proteinas responsaveis pela regulacéo da
biogénese mitocondrial, no tecido muscular esquelético. Dentre elas, destacamos o
aumento significativo da PGC1a no grupo treino em relagdo aos grupos sedentarios.
E sabido que a expressdo dessa proteina tem um papel primordial na biogénese
mitocondrial sendo este processo responsavel pela adaptacdo do musculo
esquelético ao exercicio fisico (Clapier RV et al. 2008), e consequentemente pela
melhora do desempenho fisico (Drake et al. 2016), o que corrobora nossos
resultados. Além disso, observamos uma maior expressdo da pAMPK no grupo
treino em relagdo aos grupos sedentarios. Com base nas evidéncias de que a AMPK
exerce um papel importante na fosforilacéo e ativacdo da PGC1a (Hood et al. 2016),
nosso estudo reforca o papel adaptativo do exercicio fisico sobre o musculo
esquelético, possivelmente, pelo aumento da biogénese mitocondrial. O grupo treino
suplementado com ASE nao apresentou diferengas significativas tanto na expresséao
da AMPK como da PGC1a em relagao aos demais grupos, demonstrando que a
melhora do desempenho fisico observada com o ASE, em nosso estudo ndo esta
necessariamente relacionada com a via da biogénese mitocondrial, e consequente
potencializagdo da capacidade adaptativa do musculo esquelético promovida pelo
exercicio fisico.

Embora esta seja uma via bastante investigada como potencial alvo para a
melhora do desempenho fisico, outros estudos da literatura demonstram que
extratos antioxidantes que apresentaram melhora no desempenho fisico tiveram

pouco ou nenhum impacto em potencializar esta via. Um estudo com extrato
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antioxidante de tomilho promoveu uma significativa melhora do desempenho fisico,
porém apresentou reducdo na expressao da proteina PGC1a, (Khani et al. 2017),
assim como suplementagdo com n-acetilcisteina reduz a expressao de PGC1aq,
PGC1B3, TFAM e NRF-1 em camundongos submetidos ao exercicio em esteira
rolante (Sun et al. 2015). Camundongos que realizaram uma dieta hiperlipidica
suplementada com quercetina e foram submetidos ao exercicio fisico néao
apresentaram alteragbes da PGC1a e Tfam. (Khow et al. 2014). Estes e outros
estudos (Acuia CS et al. 2014) sugerem melhora do desempenho fisico através da
melhora da capacidade cardiovascular e do efeito antioxidante. Ainda neste
contexto, um estudo demonstrou que camundongos knockout para a PGC1a
apresentaram atividade de corrida regular mesmo com a atividade mitocondrial basal
reduzida, sugerindo que embora seja util, a biogénese ndo € um evento essencial
para um bom desempenho em um exercicio de resisténcia (Adheihetty et al. 2009).
Contudo, nado descartamos que a suplementacdo com o ASE esteja interferindo na
sinalizagao redox, mediada por ERO, responsavel pela ativagdo da PG1a (Hood et
al. 2016), uma vez que a defesa enzimatica mostrou-se aumentada no grupo treino
suplementado com ASE em relagdo ao grupo treino. A menor biodisponibilidade de
ERO poderia resultar em uma interferéncia na via da biogénese mitocondrial. Tal
efeito pode estar relacionado com a dose utilizada ou até a ingestdo cronica do
extrato. Outras analises sdo necessarias para adequar a dose correta do ASE que
promova melhora do desempenho com o minimo de interferéncia nesta via.

Em nossos resultados demonstramos que a expressao da peNOS (ser1177)
nao foi alterada entre os grupos no tecido muscular. O aumento da eNOS apoés o
exercicio fisico tem sido reportado na literatura (McAllister et al. 2010). Contudo, o
aumento da expressdo da enzima nao corresponde necessariamente a uma maior
producao de NO (Fulton et al. 2001). Como ja mencionado a acdo do ASE é
dependente de endotélio pela secregdo de NO (Rocha et al. 2007), no entanto, os
mecanismos que levam o extrato a aumentar a biodisponibilidade de NO ainda nao
estao elucidados, podendo ser atribuida em parte a sua acédo antioxidante. Sendo
assim, outros mecanismos de modulacdo da eNOS poderiam influenciar na sua
eficiéncia sem necessariamente aumentar sua expresséo (Fulton et al. 2001).

Entre eles, analisamos a expressao tanto da Akt como da Hsp90 no tecido
muscular, no qual ndo encontramos diferengas significativas. Harris et al, observou o

aumento da expressdo da Hsp90, porém ndao da eNOS e associou a melhora da
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atividade da enzima a maior expressao da Hsp90 (Harris et al. 2008). Contudo, outro
estudo com ratos que praticaram exercicio em esteira rolante, as expressdes da
Hsp90 e da AKt ndo foram afetadas (McAllister et al. 2010). Da mesma forma, o
conteudo de mRNA da Hsp90 nao foi alterado em ratos que praticaram atividade
fisica em esteira inclinada (Lomonosova et al. 2014). Apesar do seu possivel efeito
sobre a modulacado da NO sintase, ha poucas evidéncias da literatura sugerindo que
a associagao de ambas resulte efetivamente em uma maior produg¢ao de NO e maior
biodisponibilidade do ultimo, sendo que nossos resultados se somam a outros que
nao observaram aumento da expressao, tanto do exercicio fisico, assim como do
extrato. Os diferentes protocolos experimentais podem ter influéncia nos resultados

conflitantes observados.
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CONCLUSAO

Com base nesses resultados demonstramos a propriedade do ASE em
potencializar o desempenho fisico de ratos Wistar, possivelmente devido a acao
vasodilatadora e antioxidante do extrato, promovendo melhora do fluxo sanguineo
no musculo ativo, e reduzindo a fadiga muscular. Outras analises sdo necessarias
para melhor adequacédo do tempo de ingestdo do extrato no qual tenha impacto
minimo na adaptacdo do musculo esquelético aos efeitos benéficos do exercicio

fisico aerdébico.
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