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Resumo

Resumo

O treino de endurance e a hipoxia hipobérica intermitente (HHI) possuem efeitos
cardioprotectores, a semelhanca de alguns farmacos como a aspirina, de que o
salicilato & o principal metabolito. Sabe-se que o salicilato tem efeitos nefastos
sobre as mitocéndrias hepaticas, contudo os efeitos do treino de endurance e da
HIl, quer isoladamente ou de forma combinada, na funcédo hepatica e em patrticular
sobre a bioenergética mitocondrial ainda é pouco conhecido. Este estudo teve
como objectivo analisar o efeito isolado e combinado de treino de endurance e da
HIl na fung&o mitocondrial do figado na presenca e na auséncia de salicilato. Vinte
e trés ratos adultos Wistar (5 semanas) foram distribuidos aleatoriamente:
Norméxico Sedentario (NS) (n=7), Normédxico Exercitado (NE) (n=5), Hipoxico
Sedentario (HS) (n=6) e Hipdxico Exercitado (HE) (n=5). Os grupos HS e HE foram
submetidos a hipoxia intermitente, 5h/dia, 5 dias/semana, a 6000m de altitude. Os
grupos NE e HE foram sujeitos a treino de endurance, com duracéo de 1lh/dia, ao
longo de 5 semanas a uma velocidade de 25m/min (0% de inclinacdo). Foram
avaliados in vitro, na presenca e auséncia de salicilato, a taxa de consumo de
oxigénio mitocondrial, o potencial transmembranar (Ay) e o swelling mitocondrial.
Na auséncia de salicilato, os grupos NE, HS e HE apresentaram taxas de
consumos de O, inferiores ao grupo NS, para ambos os estados e substratos,
sendo na presenca de salicilato esta diferenca significativa no estado 4 para o
complexo I. A lag phase do complexo Il do grupo HE, na auséncia de salicilato, foi
significativamente inferior a dos grupos HS e NE. Na presenca de salicilato, no
complexo Il, todos os grupos possuem lag phase inferior ao NS. Nao foram
encontradas diferencas significativas entre os diferentes grupos, nos ensaios de
swelling quer na auséncia quer na presenca de salicilato. Os resultados obtidos
parecem demostrar que o treino de endurance e a HHI induzem melhorias na
capacidade do sistema fosforilativo das mitocondrias, revelando efeitos protectores

contra a toxicidade hepatica induzida por este farmaco.

PALAVRAS-CHAVE: TREINO DE ENDURANCE; HIPOXIA HIPOBARICA INTERMITENTE;
SALICILATO; FUNCAO MITOCONDRIAL; FIGADO, PORO DE PERMEABILIDADE TRANSITORIA;

CARDIOPROTECCAO.
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Abstract

Abstract

The endurance training and intermittent hypobaric hypoxia have cardioprotective
effects as some drugs such as Aspirin, of which salicylate is the active metabolite.
It is known that salicylate has damaging effects on liver mitochondria. However, the
effects of endurance training and intermittent hypobaric hypoxia on liver function
and in particular on the mitochondrial bioenergetics is still unknown. The purpose of
this study was to determine the isolated and combined effects of endurance training
and HIl on liver mitochondrial function in the presence and in absence of salicylate.
Twenty-three adult Wistar rats (5 weeks) were randomly divided into four groups:
normoxic Sedentary (NS) (n = 7), normoxic exercised (NE) (n = 5), Hypoxic
Sedentary (HS) (n = 6) and Hypoxic exercised (HE) (n = 5). The HS and HE groups
were submited to intermittent hypobaric hypoxia, 5h/day, 5 days/week, 6000m
altitude. NE and HE groups were exposed to endurance training lasted 1 hour, over
four weeks at a speed of 25m/min with 0% grade. In vitro mitochondrial oxygen
consumption rates, transmembrane potential fluctuations (Ay) and mitochondrial
swelling were evaluated, in the presence and absence of salicylate. In the absence
of salicylate NE HS and HE had lower O, consumption rates than the NS, for both
state 3 and 4 and used substrates. With salicylate, this significant difference is in
state 4 of the complex I. The lag phase of the complex Il of group HE in the
absence of salicylate was significantly lower than that of HS and NE. In the
presence of salicylate, for complex Il, all groups presented lower lag phase than the
NS. The swelling tests experiments did not neveal significant differences between
groups, both in the presence and absence of salicylate. These data demonstrate
that endurance training and intermittent hypobaric hypoxia results in improvements
in the liver mitochondria phosphorylation system protective against liver toxicity

induced by salicylate.

KEYWORDS: ENDURANCE TRAINING; INTERMITTENT HYPOBARIC HYPOXIA; SALICYLATES;

MITOCHONDRIAL FUNCTION; LIVER; PERMEABILITY TRASITIONAL PORE CARDIOPROTECTION.
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Introducao

1 — Introducéo

A prevaléncia da obesidade e da resisténcia a insulina estd a aumentar
rapidamente a nivel mundial, sendo este fenébmeno explicado, em parte, pelo
aporte de uma dieta hipercaldrica conjugado com um estilo de vida sedentario.
Diversos autores tém vindo a sugerir que este estado opolente pode levar a
disfuncdo de alguns 6rgdos, nomeadamente o figado, estando na origem da
esteatose hepatica, caracterizada pela acumulacdo de vacuos lipidicos, no
citoplasma das células hepaticas. No entanto, a acumulagdo de gordura no
figado resultante da obesidade e e da resisténcia a insulina ndo € a Unica
causa para a designada estaeatohepatite ndo-alcodlica (NASH). Na verdade, a
NASH também pode ocorrer apds a administracdo de certos famacos/drogas,
como alguns anti-arritmicos, anti-anginosos, anti-estrogénios, anti-neoplasicos,
anti-retrovirais e anti-inflamatérios (Begriche et al 2006; Labbe et al 2008).

Seja qual for a etiologia, actualmente, existe um conjunto de evidéncias
gue sugerem que a disfuncdo mitocondrial desempenha um papel importante
na esteatose e na NASH. As limitacbes funcionais das mitocéndrias nédo
afectam apenas a homeostasia da gordura hepatica, como também leva a
producdo excessiva de espécies reactivas de oxigénio (ERO) e nitrogénio
(ERN) que desencadeiam a peroxidacao lipidica, a oxidacao protéica e a morte
celular (Pessayre et al 2004; Begriche et al 2006; Pessayre 2007; Labbe et al.
2008).

Os farmacos designados como terapéuticos acima referidos séao
conhecidos por causar toxicidade hepatica através da interaccdo com diversos
mecanismos prejudiciais a bioenergética mitocondrial, comprometendo o
sistema fosforilativo, incluindo a cadeia de transporte de electrdes (CTE), as
desidrogenases do ciclo de Krebs envolvidas na producéo de equivalentes
reduzidos, o translocador de nucleotideos de adenina (ANT), a ATP-sintetase,
e 0 aumento da vulnerabilidade a permeabilidade transitoria mitocondrial
(Labbe et al. 2008).
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De facto, os farmacos e seus metabdlitos reactivos podem desencadear a
permeabilizagdo da membrana externa ou ruptura, devido a abertura do poro
de permeabilidade transitéria  mitocondrial (PPTM)  dependendo,
principalmente, da sobrecarga do ido célcio (Ca®*) e do aumento do stress
oxidativo. A abertura do PPTM pode contribuir para a apoptose de células do
figado através da libertacdo do citocromo c e outras proteinas pré-apoptoticas
mitocondriais (Pessayre et al., 2010).

A aspirina, de que o salicilato é o metabolito activo, € amplamente
prescrita como terapia anti-inflamatoria, bem como no tratamento e prevencéao
de doencas cardiovasculares (Nulton-Persson et al., 2004). Sabe-se que o
salicilato tem efeitos nefastos sobre as mitocondrias isoladas do figado,
causando desacoplamento da fosforilacdo oxidativa (Charnock & Opit 1962),
swelling (Gutknecht 1990), e inducdo do PPTM na presenca de Ca®" (Trost &
Lemasters 1996, 1997), estando o ultimo associado com aumento do stress
oxidativo (Battaglia et al. 2005).

Diversas intervengBes nao-farmacologicas tém sido amplamente
recomendadas para antagonizar os efeitos adversos causados por uma
variedade de complica¢des, incluindo as resultantes de doencas metabdlicas e
cardiovasculares (Johnson & George 2010). O exercicio fisico regular e hipdxia
cronica intermitente de estdo incluidos nestas estratégias. Na verdade, a
investigacdo tem demonstrado resultados promissores do exercicio contra
isquemia e reperfuséo (I/R) cardiaca, bem como outros modelos cardiotdxicos
em diferentes niveis de organizacdo do tecido (Ascenséao et al., 2007; Powers
et al 2008; Kavazis 2009; Ascensao et al., 201la,b). As adaptacdes
decorrentes da hipoxia crénica intermitente de também tém sido eficazes na
proteccdo do miocardio contra as I/R (Dong et al 2003; Zhu et al 2003; Kolar et
al 2007). No entanto, pouco é conhecido sobre o efeito de ambas as
intervencdes, quer isoladamente ou de forma combinada, na fungéo hepatica e
em particular sobre a bioenergética mitocondrial.

O exercicio fisico pode melhorar a sensibilidade a insulina no musculo,
aumentando a actividade da AMPK (Musi et al 2003; Ruderman et al 2003).
Curiosamente, o treino também aumenta a actividade da AMPK no figado,
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sugerindo que a estimulacdo da oxidacdo dos acidos gordos e a melhoria da
sensibilidade a insulina devido ao exercicio ndo s&o restritos ao musculo
esquelético (Park et al 2002; Ruderman et al 2003). Recentemente, Thyfault, et
al. (2009) observaram que animais selectivamente criados com baixa
capacidade aerdbica apresentam uma capacidade mitocondrial oxidativa
reduzida no tecido hepatico e maior susceptibilidade para desenvolver
esteatose hepética, quando comparados com animais com maior capacidade
aerobica. Contudo, os mecanismos mitocondriais por detras do fendtipo
protector e do efeito terapéutico do exercicio fisico ainda ndo estédo
completamente compreendidos (Romijn & Pijl 2009). Por outro lado, existem
sugestbes de que o treino de endurance pode causar stress mitocondrial
hepatico e diminuicdo da capacidade de oxidar substratos (Terblanche et al
2001; Sun et al 2010).

Do nosso conhecimento, ndo existem dados sobre os efeitos da hipoxia
cronica intermitente na funcdo mitocondrial do figado.

Assim sendo, este estudo teve como objectivo analisar os efeitos isolados
e combinados de treino de resisténcia e da hipoxia cronica intermitente, duas
estratégias utilizadas na prevencao e no tratamento de diversas patologias,
incluindo doengas metabdlicas e cardiovasculares, na fungdo mitocondrial do
figado, na presenca e na auséncia de salicilato, um metabdlito anti-inflamatorio

gue causa lesédo hepéatica mitocondrial.
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2 — Revisao da Literatura

2.1 — A Mitocbndria
2.1.1 — Estrutura mitocondrial

As mitocbndrias sdo organelos que se encontram no citoplasma da célula,
constituindo uma vasta rede reticular tridimensional (Bernard e Rossignol,
2008). A célula eucaridtica contém cerca de 2000 mitocéndrias, ocupando em
alguns tecidos, cerca de metade do seu volume total (Edgar & Trifunovic,
2007).

As mitocondrias possuem duas membranas fosfolipidicas que separam a
matriz mitocondrial do citoplasma. A membrana interna e externa delimitam o
espaco intermembranar mitocondrial e possuem caracteristicas morfoldgicas e
funcionais muito diferentes (Cadenas, 2004). A membrana externa mitocondrial
€ altamente permeavel por conter canais transmembranares, formados pelas
proteinas porinas, permitindo a passagem de ides e metabolitos com pesos
moleculares inferiores a 1000Da (Cooper & Hausman 2007). A membrana
interna mitocondrial forma invaginacdes ou cristas que ampliam a sua area de
superficie, sendo mais selectiva quanto a sua permeabilidade, devido ao alto
teor de cardiolipina (Turcotte, 2003). Assim a entrada e saida de moléculas
esta dependente de sistemas de transportes especificos. Além disso, esta
membrana é descrita como uma barreira funcional na passagem de moléculas
pequenas, entre o citosol e a matriz, que Ihe permite manter o gradiente
electroquimico essencial a funcionalidade mitocondrial (Cooper & Hausman
2007).

Na bicamada lipidica da membrana interna insere-se a cadeia
transportadora de electrbes (CTE), composta por cinco complexos
proteico/enzimaticos (I-1V e ATP sintetase) e dois transportadores de electroes
moveis (coenzima Q e citocromo C) (Gilkerson et al., 2003); e diversas
desidrogenases e proteinas responsaveis pelo transporte de substancias para

o interior da mitocéndria (Alberts et al., 2002).
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As mitocondrias sdo os Unicos organelos celulares, para além do nucleo,
que possuem o seu proprio DNA (mDNA), codificando cerca de 13
subunidades proteicas importantes para a producao de energia (Anderson et
al.,, 1981; Turcotte, 2003). Este sistema genético encontra-se na matriz
mitocondrial, juntamente com enzimas mitocondriais relacionadas com o ciclo
de Krebs e responsaveis pelo metabolismo oxidativo (Cooper, 2000).

A estes organelos sao atribuidas funcées importantes para a vida celular,
entre elas, regulagdo osmotica, modulacao do estado redox celular, controlo de
pH, transducdo do sinal e homeostasia ao Ca®". Contudo, a sua principal
funcdo é a producdo de energia essencial as necessidades biolégicas da maior
parte dos tecidos (Bernard & Rossignol, 2008).

2.1.2 — Producao de energia e funcédo mitocondrial

O sistema de fosforilacdo oxidativa € a via comum final para a producéo
de energia intracelular, seja derivada dos glucidos, lipidos ou proteinas.
Associado a este processo energético, as mitocdndrias, através do Ciclo de
Krebs, geram equivalentes reduzidos, como a nicotinamida adenina
dinucledtido reduzido (NADH) e o dinucleétido de flavina adenina reduzida
(FADH;) (Andreyev et al., 2005; Benard & Rossignol, 2008). Estes equivalentes
reduzidos sdo, posteriormente, reoxidados na cadeia respiratoria mitocondrial
num processo designado por fosforilacdo oxidativa. Os electrbes libertados
pela oxidagdo do NADH e FADH; séo transferidos ao longo da CTE (Fariss et
al., 2005), culminando na reducéo tetravalente do O,, na matriz, pelo complexo
IV. Este fluxo de electdes é acompanhado pelo bombeamento de protbes da
matriz para o espaco intermembranar (complexos I, Ill e 1V), produzindo um
gradiente electroquimico (Nelson et al., 2008) utilizado, pela ATP-sintetase,
para converter a adenosina difosfato (ADP) em adenosina trifosfato (ATP)
(Stock et al. 1999).

O ATP é translocado para o espaco intermembranar através do ANT, que
permite a reentrada de ADP necessario para a ressintese de ATP (Stepien et

al., 1992). A migracado do ATP para o espaco intermembranar para o citosol &
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feita através dos canais proteicos da membrana externa, nomeadamente o
canal ionico dependente de voltagem (VDAC - voltage dependent anion
channel) (Duchen, 2004).

Fig. 1 Fosforilagdo Oxidativa (Cooper & Hausman, 2007)

Existem varios métodos capazes de avaliar a funcdo mitocondrial. Uma
das técnicas classicas usadas consiste em medir o consumo de O, em
mitocondrias isoladas, usando um eléctrodo sensivel a variagdo de O (fig.2A).
Este método permite a medi¢do da respiracdo mitocondrial basal (estado 1); da
respiracdo apos a adicdo de substratos especificos dos complexos da cadeia
respiratoria I-1V (estado 2); taxa respiratoria apdés adicdo de ADP (estado 3-
fosforilativo) 3); taxa respiratoria ap6s deplec¢édo do ADP adicionado (estado 4)
A razdo estado 3/estado 4 é referida como a razdo de controlo respiratério
(RCR) (Estabrook, 1967), sendo um forte indicador da capacidade respiratoria
mitocondrial.

Outra técnica classica da funcionalidade mitocondrial € o potencial
transmembranar (Ay) que reflecte as relagbes energéticas basicas na
manutenc¢do da homeostasia celular (Cooper & Hausman, 2007). O Ay decorre
do bombeamento de protdes através da membrana interna e é indispensavel
para a fosforilagdo oxidativa do ADP (Stock et al., 1999). Durante o estado
respiratorio 3, a fosforilacdo do ADP em ATP é acompanhada pela entrada de
H* na mitocondria e como tal, o Ay baixa. No estado respiratério 4, apds a
fosforilagdo de ADP, o Ay aumenta. Também tem sido utilizada a lag phase
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como um indicador da capacidade funcional, em que € medido o tempo que as

mitocondrias demoram a readquirir o potencial apds a adicdo do ADP.
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Fig. 2 Ensaios tipicos de A) variag6es do consumo de O, e B) potencial transmembranar durante um ciclo
fosforilativo induzido por ADP

2.1.3 — Producédo de Espécies Reactivas de Oxigénio

As ERO sédo compostos quimicos derivados do O, com actividade redox e
englobam, além dos radicais de O, espécies quimicas ndo radiculares com
potencial oxidante (Cooper et al.,, 2002; Urso & Clarkson, 2003; Ascenséo et
al.,, 2005). As ERO sao geradas continuamente durante 0S processos
metabdlicos, tendo como principal fonte os organelos citoplasméaticos que
metabolizam o oxigénio e o azoto (Cooper et al., 2002)

As potenciais fontes exdgenas de producdo de ERO incluem, entre
outros, alguns agentes ambientais e/ou agentes xendbidticos, como o &cido
salicilico (Labbe et al., 2008) Por outro lado, tém sido descritas como potenciais
fontes enddégenas, as mitocéndrias (Starkov, 2008); o reticulo endoplasmético
(Gross et al. 2006); os peroxissomas (principalmente através da [-oxidacéo
(Boveris et al. 1972)); o citosol (principalmente através da NO sintetase (Roy et
al 1994)); a membrana plasmatica (principalmente através da nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidase (O'Donnell & Azzi 1996) e no
espacgo extra-celular (principalmente através dos mecanismos associados as
enzimas xantina oxidase (McNally et al. 2003).

Recentemente, Brown et al (2011) questionaram a contribuicéo relativa de

cada uma destas vias para a producédo de ERO, contudo a maioria dos autores
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considera as mitocondrias como um alvo terapéutico importante (no
envelhecimento e em patologias como a diabetes, a neurodegeneracao, o
cancro e as doencas cardiovasculares) devido a ser consideradas como uma
das principais fontes de ERO intracelulares.

Em condic¢Ges fisioldgicas, as mitocondrias sdo responsaveis por cerca de
90% do consumo celular de O,, estimando-se que entre 0,1 a 5% seja
incompletamente oxidado e convertido em ERO (Kang & Hamasaki, 2005).
Efectivamente, a producdo de ERO estd acoplada com algumas reaccdes
decorrentes da fosforilacdo oxidativa (Ji, 1999, Di Meo et al., 2001; Vanden
Hoek et al., 1998; Pollack et al., 2000), particularmente nos complexos | e 11l (Di
Meo et al., 2001).

O radical livre de oxigénio a formar-se primeiro na mitocéndria € o aniao
superéxido (0O27) que se transforma em peréxido de hidrogénio (H20,)
espontaneamente ou por accdo da superoxido-dismutase (SOD). O H,0;, na
presenca de ibes metalicos como o ferro, pode transformar-se em radicais
hidroxilo (OH") pela reaccdo de Fenton (Halliwell, 2000; Monteiro et al., 2003;
Ascenséo et al., 2005).

As células possuem um conjunto de enzimas antioxidantes enddgenas,
das quais a SOD, a catalase (CAT), a glutationa reductase (GSH) e glutationa
peroxidase (GPx) sdo as mais referidas, neutralizando os alguns efeitos
nefastos induzidos pelas ERO (Ascensao et al. 2003; Pessayre et al. 2008;
Powers & Jackson, 2008). Apesar dos mecanismos antioxidantes, num
intervalo fisiolégico, serem responsaveis pela manutencdo da concentracdo
intracelular de ERO, um disturbio no equilibrio oxidante/antioxidante pode
resultar num fendmeno de stress oxidativo adicional com consequéncias
lesivas para o tecido (Adam-Vizi & Chinopoulos 2006).

De facto, o dano oxidativo induzido pelas ERO é provavelmente uma das
principais fontes de instabilidade do genoma mitocondrial, levando a disfungéo
respiratoria e inviabilidade celular (Orrenius et al., 2007). Para além dos danos
ocorridos no mMDNA, as proteinas mitocondriais podem também ser

consideradas alvos importantes da producdo exarcebada de ERO levando ao




Capitulo Il — Revisao da Literatura

comprometimento do ciclo de Krebs, tendo um impacto negativo sobre a
producao de energia e viabilidade celular (Orrenius et al., 2007).

As membranas fosfolipidicas das mitocondrias sdo também extremamente
sensiveis a oxidacdo (Esterbauer et al. 1991), verificando-se o fendmeno de
peroxidacao lipidica quando producdo ERO é exacerbada. Como consequéncia
as funcdes vitais das mitocondrias sofrem alteracdes, tais como a fosforilacao
oxidativa, as propriedades de impermeabilidade da membrana interna, a
manutencdo do potencial de membrana mitocondrial e a capacidade de
tamponamento mitocondrial ao Ca®* (Albano et al., 1991).

Em casos extremos, a producéo elevada de ERO pode levar a um ciclo
vicioso de lesdes oxidativas, causando progressivas alteragcbes no mDNA e na
funcdo mitocondrial podendo contribuir para um declinio na producéo
energética, desequilibrios redox e consequente, disfuncdo celular (Bernard &
Ressignol, 2008).

Em contraste com a ideia de que as ERO apenas contribuem para lesar
as estruturar biologicas, parece haver evidéncias que ao nivel fisioldgico, uma
baixa mas relevante concentracdo destas espécies pode regular uma
variedade de mecanismos moleculares (Cadenas, 2004, Brookes 2004). De
facto, as ERO parecem desempenhar fungbes importantes na sinalizacéo
celular, afectando ndo s6 o sistema antioxidante mas também processos
metabdlicos relacionados com o transporte de glucose, actividade da ATP
sintase, libertacdo de Ca?* e biogénese mitocondrial (Sakamoto & Goodyear,
2002).

2.1.4 - Apoptose

A disfuncdo mitocondrial pode ser considerada um dos mecanismos
associados a remodelacéo celular por estimulacdo de um processo ou morte
celular como a necrose a autofagia ou a apoptose. A apoptose, ou morte
celular programada, foco de estudo do nosso trabalho, envolve uma série de

processos bem coordenados, que desencadeiam a activacido de proteases e
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enzimas hidroliticas, induzindo a protedlise, a fragmentacdo do DNA e a
condensacao da cromatina (Orrenius et al., 2007)

Este processo pode ser desencadeado ou activado por via extrinseca
mitocondrial ou via intrinseca mitocondrial, dependendo do estimulo a que a
célula é sujeita. Na via extrinseca mitocondrial ocorre pela interacdo entre o
receptor e o seu ligante, como por exemplo o Fas ligante, o factor de necrose
tumoral-alfa (TNF-a). Accionando a sinalizagéo intracelular levando a activacao
da caspase-8 e, consequentemente, as caspases efectoras 3 (Oberholzer et
al., 2001).

Na via intrinseca mitocondrial, regulada pelos membros da familia da Bcl-
2, ocorre quando h& lesdo ao DNA por radiacdo, toxinas ou radicais livres,
sendo nestas condi¢cdes, os membros da familia Bcl-2 anti-apoptoticos (por
exemplo, Bcl-2 e Bcl-XL), que se encontram na membrana externa da
mitocbndria, podem ser desestabilizados pela inducdo dos factores pro-
apoptoéticos da familia Bcl-2 (por exemplo, Bax, Bad e Bak) (Campo, 2009).
Nesta situacdo, observa-se um desequilibrio entre as proteinas pré-apoptoéticas
e as anti-apoptoéticas, promovendo a formacdo dos oligdmeros Bax, Bak na
membrana externa mitocondrial. Estes oligbmeros comprometem a
permeabilidade desta membrana, através da formacéo de canais proteicos na
membrana externa (Pavlov et al. 2001). Como consequéncia, factores pro-
apoptéticos do espaco intermembranar mitocondrial sédo libertados para o
citoplasma, nomeadamente o citocromo ¢, Smac / DIABLO, HtrA2 (Omi), AIF-1,
e DNaseG (Kroemer et al. 2007). Na presenca de ATP, o citocromo c liga-se a
Apaf-1 e desencadeia sua oligomerizacdo, com o0 recrutamento da pro-
caspase-9 que sofre auto-activacdo. O complexo de proteinas que inclui
citocromo c, Apaf-1 e caspase-9 é designado de "apoptossoma" (Tsujimoto &
Shimizu, 2007). Este complexo, que medeia a auto-activacdo da caspase 9,
activa as caspases 3, 6 e 7 (Fuentes-Prior & Salvesen 2004).

Contudo, os membros da familia Bcl-2 ndo sdo o0s Unicos agentes
capazes de promover a permeabilidade da membrana mitocondrial, e assim a
libertacdo de factores pro-apoptéticos do espaco intermembranar das

mitocondrias. Outros agentes, como as ceramidas, as ERO e o Ca?*, também
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podem influenciar a permeabilidade da membrana interna mitocondrial
(Kroemer et al. 2007).

O principal papel do Ca®" mitocondrial é a estimulacdo da fosforilagéo
oxidativa (Das e Harris, 1990; Hansford e Zorov, 1998; Balaban, 2002) através
da activacdo das enzimas que actuam no ciclo de Krebs (McCormack e
Denton, 1993), bem como da estimulacdo do complexo ATP-sintetase (Das e
Harris, 1990). Assim sendo, o aumento da [Ca?'] mitocondrial resulta num
aumento da velocidade da actividade da CTE, e consequentemente numa
maior producéo de ATP (Brookes et al., 2004).

Porém, tal como afirmam Gunter et al. (1998) e Brookes et al. (2004), se
em condices fisiolégicas, o Ca** é benéfico para a funcdo mitocondrial, j4 na
presenca de um estimulo patolégico, o Ca®* é prejudicial, provocando
disfuncdo mitocondrial, através da producdo de ERO. Por sua vez, as ERO
podem modificar os mecanismos de captacao e libertacdo do Ca?* mitocondrial
(Pariente et al., 2001; Gonzalez et al., 2005), gerando deste modo um ciclo
“vicioso” entre a captacdo de Ca®" e a producéo de ERO (Brookes et al., 2004).

De facto, a estimulacdo do ciclo de Krebs e da fosforilacdo oxidativa pelo
Ca?* aumentam a producdo de ERO. Pois, como nos é sugerido por Perez-
Campo et al. (1998), um metabolismo mais rapido resulta num maior fluxo de
electrdes da cadeia respiratéria e consequentemente num aumento do
consumo de O,. O Ca®* é ainda um estimulador do 6xido nitrico sintase (NOS)
(Alderton et al., 2001) gerando 6xido nitrico (NO"), que inibe o complexo IV
(Cleeter et al., 1994), aumentando, desta forma, a producdo de ERO no
complexo IlI.

Nestas circunstancias, a capacidade de tamponamento do Ca** é limitada,
verificando-se uma perda de homeostasia ao Ca®*, ocorendo mudancas
drasticas na morfologia mitocondrial e sua actividade funcional, devido a
abertura de um poro inespecifico na membrana interna, vulgarmente conhecido
como o PPTM (Hunter & Haworth, 1979), que levara a morte celular

programada.
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2.1.5 - Poro de Permeabilidade Mitocondrial e sua regulagcéo

O modelo desenvolvido para explicar o aumento da permeabilidade da
membrana das mitocondrias tem como base, pelo menos em parte, a teoria da
abertura do PPTM (Kroemer e tal., 1995).

Apesar dos estudos extensivos, a identidade molecular exacta do PPTM
permanece incerta (Tsujimoto & Shimizu, 2007). Trés moléculas tém sido
aceites como componentes estruturais e essenciais do PPTM: o ANT no
interior da membrana, a ciclofiina D (Cyp-D) na matriz, e o VDAC na
membrana externa (Halestrap et al 1998;Crompton, 1999; Zoratti et al, 2005).
Contudo, recentemente algumas proteinas como a creatina quinase (CK), a
hexoquinase (HK), o receptor periférico de benzodiapezinas (PBR), e os
membros da familia Bcl-2, também tém também sido enunciadas como
importantes na regulacdo e na formacédo do PPTM (Zamzami & Kroemer, 2001;
Enriquez & Lemasters, 2004; Kroemer et al., 2007; Weiss et al., 2008), no

entanto o seu papel € ainda controverso (Halestrap, 2009).
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Fig. 3 Formacéao e inducao do poro de permeabilidade transitdria mitocondrial (PPTM).
Condicdes patofisioldgicas como concentracBes elevadas de Ca2+, stresse oxidativo, deplecdo de ATP,
despolarizagdo mitocondrial e aumento dos niveis da proteina BAX na membrana mitocondrial (factor pro-
apoptotico), sdo indutores da permeabilidade transitoria mitocondrial. A indugdo da PTM resulta em
entumescimento mitocondrial, com consequente libertagdo de calcio e de proteinas apoptogénicas, como
citocromo c e procaspases (Abou-Sleiman et al.,2006).

Durante a abertura do PPTM séao libertados componentes que incluem
enzimas catabolicas e uma infinidade de ides e moléculas com actividade pro-
apoptotica, como o citocromo ¢, Smac/DIABLO, AlF-1, entre outras (Verhagen
et. al., 2000; wang, 2001; Kroemer et al. 2007) Para além disto, a abertura do
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PPTM conduz ao colapso da for¢ca protomotriz, a disrupcdo da homeostasia
i6nica, ao swelling mitocondrial, hidrolise massiva de ATP através da FoF;
ATPase e, em ultima instancia morte celular (Imberti et al., 1993; Ankarcrona et
al. 1995).

De entre os factores que regulam a formacdo e abertura do PPTM
podemos destacar as elevadas [Ca®'] citosolico, aumento das ERO, diminuicdo
do Ay, aumento da concentracdo de fosfato inorganico (Pi), reducdo do
conteudo dos nucletidos de adenina (ATP e ADP), acidos gordos, ceramida,
proteinas pré-apoptéticas como a Bax, Bid, Bad, Bak (Tornero et al., 2002;
Tsujimoto & Shimizu, 2007; Salido 2009). Por outro lado, o PPTM é inibido pelo
pH é&cido, antioxidantes como a GSH, SOD e CAT, proteinas anti-apoptéticas
como a Bcl-2 e Bcl-x. pelo aumento do Ay e, ainda, por diversos farmacos
como a Ciclosporina A (CsA) (Tornero et al., 2002; Salido 2009). A CsA, pela
sua ligacao a Cyp-D, impede a interaccdo desta ciclofilina ao ANT, e com isso
impede a formagéo e abertura do PPTM (Broekemeier et al., 1989). Contudo,
nao esta absolutamente esclarecido o process pelo qual a CsA inibe esta
interaccao (Crompton et al., 1998; Woodfiel et al., 1998).

Na actualidade, sabe-se que alteragbes na estrutura e fungéo mitocondrial
tém implicagbes determinantes na fisiologia celular, representando um “gatilho”
para a adaptacdo celular em situacGes/estimulos que podem ser deletérios
para os diferentes tecidos. Nestes incluem-se quer tecidos contracteis, como o
musculo esquelético e 0 musculo cardiaco, mas também tecidos com uma taxa
metabdlica consideravel, como o figado, o rim ou o cérebro. Por outro lado,
algumas doencas metabdlicas como a obesidade traduzem-se em disfuncbes

hepaticas com consequéncias para a funcéo mitocondrial.
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2.2 — Disfungdes hepéticas mitocondriais

2.2.1 — Esteatohepatite ndo alcodlica (NASH)

A obesidade é hoje uma epidemia mundial, atingindo cerca de 500
milhdes de adultos, segundo a Organizacdo Mundial de Saude. O incremento
desta doenca deve-se, pelo menos em parte, ao estilo de vida sedentério
conjugado com uma dieta hipercalérica. Tem sido sugerido que este estilo de
vida podera estar na origem de diversas doencas, tais como diabetes tipo I,
hiperlipidemia, doencas cardiovasculares, alguns cancros e doencas hepaticas
(Kopelman, 2000).

De facto, esta condicao patoldgica tem repercussdes negativas em alguns
orgaos, nomeadamente o figado, afectando a sua morfologia e funcéo (Angulo,
2002). Estima-se que até 70% das pessoas obesas e diabéticas podem
desenvolver doengas de “figado gordo” de origem ndo alcodlica (NAFLD)
(Angulo, 2002; Neuschwander-Tetri & Caldwell, 2003; Browning & Horton,
2004). A NAFLD refere-se a uma série de doencas associadas que inclui a
esteatose “simples”, que a longo prazo, pode evoluir para uma esteatohepatite
ndo-alcodlica (NASH) em 10-20% dos pacientes (Angulo, 2002;
Neuschwander-Tetri & Caldwell, 2003). A prevaléncia da NASH em individuos
obesos pode atingir 20% desta populacdo, podendo mesmo alcancar os 50%
em pacientes com obesidade morbida (Silverman et al., 1990). A NASH ¢é a
forma mais preocupante de NAFLD, pois pode evoluir para fibrose hepatica,
cirrose, ou até mesmo carcinoma hepatocelular (Day, 2002; Day et al., 2002).

Apesar do mecanismo molecular ainda ndo estar completamente
compreendido, diversos estudos tém vindo a demonstrar uma associacao clara
entre a obesidade, a resisténcia a insulina, a inflamacao sistémica, e o stress
oxidativo no desenvolvimento da NASH, envolvendo as mitocondrias no
processo (Day & James, 1998; Vigano et al., 2000; Sanyal et al, 2001; Hebbard
& George, 2010). Day & James (1998) desenvolveram o modelo de “duas
etapas”, para o desenvolvimento da NASH, onde reforcam a ideia de que a

existéncia de leséo oxidativa é decisiva para a evolugcéo da doenca.
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2.2.2 — Papel das mitocondrias hepaticas e do stress oxidativo na NASH

Embora o “modelo de duas etapas” seja util para a compreensdo da
origem e evolugédo da NAFLD, os dados de modelos animais tém demonstrado
gue as etapas secundarias, como o stress oxidativo por si s6 podem induzir a
acumulacéo de gordura no figado (Hebbard & George, 2010). No estado basal
estamos constantemente a produzir ERO, sendo esta formacao reforgada em
figados com esteatose, principalmente, devido ao aumento do fluxo da (-
oxidacdo (Begriche et al., 2005). Deste modo, seja qual for a causa da
esteatose hepatica, a situacdo clinica agrava-se, indefinidamente, porque o
processo da doenca, directamente, causa em si aumentos na formacgéo de
ERO (Pessayre et al., 2001).

Vérios ciclos viciosos podem causar disfuncdo mitocondrial hepatica na
NASH (fig 4). Por um lado, o aumento da B-oxidacdo aumenta a formacao de
NADH e FADH, e consequente cedéncia de electrdes para CTE (fig 4). O
desequilibrio entre o maior fluxo de electrbes para o CTE e o parcial bloqueio
da sua cedéncia ao O, (devido ao aumento da peroxidacdo lipidica e
diminuicdo dos polipeptideos da CTE), provoca fuga de electrdes na CTE, que
ao reagirem com o O, formam ERO e ERN, nomeadamente, O,", H,O,, HO" e
Peroxinitritos (ONOO).

Por outro lado, as ERO despontardo a producdo de TNF-a (fig.4). Este,
por sua vez, age no seu receptor para desencadear a activagdo da caspase-8,
a translocacdo da Bax para a mitocondria e sua associagdo com a Bak,
permeabilizando a membrana externa mitocondrial e consequente liberagdo do
citocromo c, prejudicando, assim, parcialmente o fluxo de electrdes na CTE e,
com isso, formacéo de ERO e ERN (Pessayre, 2007).

Por ultimo, a peroxidacgéao lipidica, resultante da formacdo de ERO e ERN,
causa libertacdo de aldeidos reactivos como o malondialdeido (MDA) e o 4-
hidroxinonenal (4-HNE) (Pessayre et al, 1999; 2001; Begriche et al., 2006).
Paralelamente, as ERO também aumentam a expressao de diversas citocinas
pro-inflamatorias, incluindo fator de crescimento transformador B (TGF-B), a
interleucina-8 (IL-8), TNF-a e Fas ligante (FasL) (Begriche et al., 2006). Os
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produtos da peroxidacdo lipidica e as citocinas estdo envolvidos no
desenvolvimento de lesGes no figado através de diferentes mecanismos, que
poderdo levar a inflamacédo do figado, a morte celular e a fibrose (Begriche et
al., 2006).

Hepatocito Citosol \
Espaco intermembranar \

ﬂB-oxidaQSo Matriz
Deplegao do
mtDNA

Peroxidagao ) Sintese dos
f lipidica polipeptidios da CTE
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fluxo de e na CTE
Libertag3o do
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Fig. 4 Ciclos de disfuncéo mitocondrial hepatica em NASH (Pessayre, 2007).

2.2.3 — Lesdes hepaticas mitocondriais, induzidas pela administracao

de farmacos

by

Além dos sinais caracteristicos de NASH associada a obesidade e a
resisténcia a insulina, a administracdo/consumo de algumas drogas ou
farmacos tem surgido como um factor de risco secundario capaz de explicar o
aparecimento desta patologia (Pessayre et al., 2002). Diversos farmacos
induzem esteatose macrovesicular (caracterizada pela presenca de um Unico
vacuo lipidico, dentro do citoplasma dos hepatocitos), e em casos mais
severos, esteatose microvesicular (Labbe et al., 2008). A aspirina (anti-
inflamatorio néo-esteréide (AINE)) € um exemplo de farmaco que induz a
esteatose microvesicular (caracterizada pela presenca de muitas goticulas

lipidicas pequenas no citoplasma dos hepatocitos) (Labbe et al., 2008).
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As doencas hepaticas induzidas por farmacos resultam de diferentes
mecanismos de disfuncdo mitocondrial, incluindo a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial, a deplecdo do mDNA (Fromenty & Pessayre, 1995;
Labbe et al., 2008; Pessayre et al., 2010) levando a reducédo de sintese de
polipeptideos da CTE, prejudicando a sua actividade e conduzindo,
consequentemente, a geracdo de ERO (Labbe et al., 2008).

Segundo Pessayre et al. (2008), diversas drogas hepatotoxicas s&o
transformadas pelo citocromo P450 em metabolitos quimicamente reactivos,
causando, por um lado, danos no mDNA, que pela mutacdo da p53 podera
induzir a activacao de proteinas pro-apoptéticas. Por outro lado, os metabolitos
reactivos causam deplecdo da GSH e das ligacdes covalentes aos grupos tibis
de proteina, inactivando os transportadores Ca?*-ATPase da membrana
plasmaética, com consequente aumento do Ca®" celular e posterior abertura do
PPTM (Pessayre et al., 2008).

Contudo, os mecanismos precisos pelo qual os farmacos podem induzir a
abertura do PPTM ainda ndo sao totalmente conhecidos, embora Begriche et
al. (2011) sugerem pelo menos trés hip6teses: em primeiro lugar, os farmacos
podem interagir com alguns componentes do PPTM, como por exemplo, a
PBR, na membrana externa, e com isso desencadear permeabilizacdo da
membrana mitocondrial e morte celular; Em segundo lugar, o farmaco que
induziu stress oxidativo pode favorecer a oxidacédo dos grupos tibis localizados
dentro de alguns componentes do PPTM; Em terceiro lugar, alguns farmacos
podem, ainda, induzir permeabilidade transitéria mitocondrial através da

activagdo da JNK (c-Jun N-terminal quinase).

2.2.3.1 — Salicilato: indutor de disfuncdes em mitocondrias hepaticas
Um dos farmacos mais utilizados devido as suas propriedades
analgésicas, anti-térmicas, anti-inflamatérios e anti-tromboticas (Awtry &
Loscalzo, 2000; Wu, 2000) é a Aspirina (acido acetilsalicilato), no qual o

salicilato é o metabolito reactivo. Os salicilatos tém mostrado serem eficazes na
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prevencado primaria e secundaria de eventos cardiovasculares, bem como no
tratamento agudo do enfarto do miocardio (Nulton-Persson et al., 2004).

ApoOs ingerida, a aspirina é rapidamente hidrolisada em &cido salicilico,
que é activado pela ligacdo salicill-CoA na membrana externa mitocondrial
(Pessayre et al., 2008). A formacdo excessiva desta molécula resultara numa
concentracdo insuficiente de CoA para activar os acidos gordos de cadeia
longa, o que impedir4 a sua entrada na mitocondria e respectiva B-oxidagado
(Pessayre et al., 2008) com consequente aumento citoplasmatico dos niveis de
acidos gordos. Contudo, os salicilatos além de poderem originar esteatose
microvesicular, como referido anteriormente, poderdo estar na origem do
desenvolvimento de lesdes mitocondrias hepaticas.

Trost & Lemasters (1997) demonstraram que em hepatdcitos intactos,
altas concentracdes de salicilato (> 3mM) promoveram o inicio do PPTM e
posterior morte celular, principalmente quando estavam carregados com Ca®*.
No entanto, em doses baixas (<1mM), o salicilato pode n&o causar morte
celular, embora tenha reduzido o limite para o inicio da permeabilidade
transitéria mitocondrial. Battaglia et al. (2005) afirmaram que o salicilato
interage com a CTE das mitocondrias hepaticas originando H,O, e, muito
provavelmente, outras ERO, que por sua vez oxidam grupos tiois e a GSH.
Este stress oxidativo leva a inducdo da permeabilidade transitéria mitocondrial,
porém apenas na presenca de Ca®" (Battaglia et al., 2005).

Os mecanismos pelos quais os salicilatos induzem a abertura do PPTM
ainda nao foi elucidado, embora alguns modelos tém sido propostos: 1) Os
salicilatos podem-se ligar directamente a estrutura do poro, levando a sua
abertura (Trost & Lemasters, 1997); 2) os salicilatos poderdo alojar-se na
membrana mitocondrial, alterando o Ay e diminuindo a propagacdo do
potencial do poro (Broekemeier & Pfeiffer, 1995); 3) em células tumorais, o
PPTM ¢é induzido devido ao stress oxidativo gerado da producdo de ERO,
através da via Racl-oxidase NADPH-dependente (Chung et al., 2003).

Parece que a aspirina afecta a homeostasia mitocondrial ao Ca®",
dependendo da concentracdo utilizada. Nos estudos de Togo et al. (2009), em

baixas concentragdes (< 0,3 mM) de aspirina, aumentou o influxo de Ca?,
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enguanto que em concentracdes elevadas (> 1 mM), a aspirina suprimiu influxo
de Ca?".

Os salicilatos sdo ainda vistos como desacopoladores da membrana
mitocondrial hepatica. Petrescu & Tarba (1997) verificaram que 5mM de acetil-
salicilato produz colapso no potencial de membrana. No entanto, para
concentracbes de 3mM, nédo foi suficiente para o colapso do potencial de
membrana ser irreversivel, tendo-se verificado uma ligeira tendéncia de
recuperacao.

Nos estudos de Doi & Horie (2010), o declinio nos teores de ATP,
demonstrou-se dependente das concentraces do acido salicilico (ImM e 3mM
apresentaram p<0,05; 2mM, 4mM e 5mM apresentam p<0,01), a taxa de
consumo de O, do estado 3 diminui acentuadamente com o0 aumento da
concentracdo de &cido salicilico, enquanto que o estado 4 aumentou, revelando
mais uma vez, desacoplolamento da membrana mitocondrial. Enquanto que a
diminuicdo do estado 3 é normalmente interpretado como um sinal de
disfuncdo da CTE através de danos intrinseca nas oxido redutases e/ou uma
limitacdo na disponibilizacdo de equivalentes reduzidos com consequente
declinio no fornecimento de electrdes para a CTE (Nulton-Persson & Szweda,
2001), ou a danos especificos no sistema fosforilativo mitocondrial como
aumento da actividade das enzimas do ciclo de Krebs (Holloszy et al., 1970). O
RCR também diminuiu com o aumento da concentracdo do acido salicilico (Doi
& Horie, 2010).

Como podemos constatar, os salicilatos possuem uma accgao toxica sobre
as mitocbndrias hepéticas, com consequéncias danosas para a funcdo dos
hepatdcitos, causando o desacoplamento da fosforilagcdo oxidativa e swelling
(Martens & Lee, 1984; Segalman & Lee, 1995); a abertura do PPTM, na
presenca de Ca®" (Biban e tal., 1995; Trost & Lemasters, 1997; Battaglia et al.,
2005); afectacdo da homeostasia mitocondrial ao Ca?* e consequente
disfuncdo da respiracdo mitocondrial e sintese de ATP, também pela inibicdo
da enzima a-cetoglutamato desidrogenase (Nulton-Presson et al., 2004).

Diversas abordagens terapéuticas e preventivas tém sido propostas para

atenuar e/ou antagonizar estes efeitos. Contudo, o estudo da interaccdo da
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toxicidade hepatica com o exercicio fisico podera ser de potencial interesse,
atendendo ao papel protector do exercicio fisico contra inUmeras condi¢cdes
fisiopatologicas.

2.3 — Cardioproteccao

As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de mortalidade nos
paises industrializados, constituindo-se um problema mundial de saude publica.
O enfarte agudo do miocéardio € um processo de necrose por falta de aporte
adequado de nutrientes e oxigénio, causado pela reducao do fluxo sanguineo
coronariano de magnitude e duracédo suficiente para ndo ser compensado pelas
reservas organicas (Barash & Akhtar, 2010). A causa habitual da morte celular
€ uma isquemia (deficiéncia de aporte sanguineo) no musculo cardiaco, por
oclusdo de uma artéria coronaria (Guan et al., 2010).

Diversos factores inter-relacionados contribuem para a lesao de Isquemia-
Reperfusao (I/R), incluindo a diminuicdo dos niveis celulares de ATP, producao
de ERO/ERN, acumulacdo excessiva de Ca®', activacdo das calpainas e
activacdo de leucdcitos (Gottlieb, 2003; Solaini & Harris, 2005; Zweier &
Talukder; 2006; French et al., 2006; Powers et al., 2008) promovendo assim,
danos celulares.

Durante o fenémeno de I/R, a producdo excessiva de ERO e a entrada
excessiva de Ca?* nas mitocondrias tém sido descritas como os principais
factores desencadeadores da lesdo oxidaiva (Downey et al., 1990; Hamilton et
al., 2003; Quindry et al., 2005; French et al., 2006). Na isquemia, a acidose
intracelular, juntamente com os altos niveis de Mg®* e ADP promovem as
condi¢bes para a diminuicdo do Ay e o aumento dos niveis de Ca®* e Pi. Por
outro lado, durante a reperfusdo, a recuperagdo do pH, juntamente com uma
explosiva formacdo de ERO, na presenca de elevadas [Ca®'] e Pi na matriz,
criam o cenario perfeito para a abertura do PPTM, apesar da recuperacdo do
Ay (Di Lisa et al., 2007).
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Actualmente, um dos meétodos capazes de induzir cardioprotecdo de
forma sustentavel contra as lesées no miocardio € o treino de endurance. Ha
evidéncias de que, além de reduzir o risco de desenvolver doenca
cardiovascular, a pratica de exercicio fisico aerébio (estudos realizados em
corrida e natacdo) também fornece proteccédo contra os danos induzidos pela
Isquemia-Reperfusao (I/R) (Yamashita et al., 1999; Brown et al., 2005).
Adicionalmente, um outro modelo de cardioproteccdo com resultados

promissores € o da hipoxia hipobarica intermitente (HHI).

2.3.1 - Treino de endurance e cardioproteccao

Vérios estudos tém sugerido que o treino de endurance induz melhorias
na tolerancia do miocéardio as lesdes de I/R, em animais jovens e idosos
(Powers et al., 1998; Taylor et al.,, 1999; Yamashita et al.,1999; Zhang et al.,
2000; Demirel et al., 2001; Hamilton et al., 2001; Powers et al., 2002; Hamilton
et al., 2003; Starnes et al., 2003; Lennon et al., 2004; Powers et al., 2004,
Brown et al., 2005; Quindry et al., 2005; French et al., 2006). De facto, esta
cardioproteccdo tem sido observada quer na isquemia de duraccdo moderada
(5-20 min) quer de longa duraccdo (40-60 min), resultando em enfarto do
miocardio (Bowles et al., 1992; Ji et al., 1994; Powers et al., 1998; Taylor et al.,
1999; Hamilton et al., 2001; Powers et al., 2002).

Adicionalmente, existem um conjunto de evidéncias que mostraram que 0
treino de endurance de curta duracéo (3-5 dias consecutivos) e longa duracc¢éo
(10 semanas) induzem efeitos cardioprotectores apds um insulto de IR in vivo
(Powers et al., 1998; Demirel et al., 2001; Hamilton et al., 2001; Lennon et al.,
2004; Brown et al., 2005; Quindry et al., 2005; Ascensao et al., 2007; Powers et
al., 2008); sendo observadas diminuigdes dos marcadores de leséo oxidativa
(Powers et al., 1998; Powers et al.,, 2002). No exercicio, factores como a
duraccdo e a intensidade sdo proponderantes na obtencdo de um fendtipo
cardioprotector (Lennon et al., 2004a; Starnes et al., 2005)

Tém sido reunidos esforcos na tentativa de entender os mecanismos

responsaveis pela proteccdo do tecido cardiaco contra a IR induzida pelo
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exercicio, todavia, permanecem controversos. Neste seguimento, Kavazis et al.
(2009) apontaram alguns mecanismos, entre eles: alteracbes anatomicas e
fisiologicas nas artérias coronérias (circulagdo colateral); a inducdo de
proteinas de choque térmico do miocardio (HSPs); melhoramento funcional dos
canais de potassio mitocondriais e sarcolemais dependentes de ATP
(mitoKATP e/ou sarcoKATP); e aumento da capacidade antioxidante do
miocardio.

O mecanismo da circulacdo colateral parece estra associada ao treino de
endurance de longa duragéo, contudo, a cardioproteccao verificada no treino
de endurance de curta duracdo ndo pode ser explicada por este processo
(Yamashita et al., 1999; Perez et al., 2003).

Relativamente a inducdo das HSP, existem eidéncias de que estas
proteinas ndo tém um papel crucial na proteccdo do tecido cardiaco, ao
contrario do que vinha sendo proposto (Hamilton et al., 2001; Quindry et al.,
2007), pois foi sugerida por alguns autores que a cardiproteccao resultante do
treino de endurance, pode ser conseguida sem aumento dos niveis cardiacos
de HSP10, HSP27, HSP40, HSP60, HSP72, HSP73, HSP90. Lennon et al.
(2004) relataram que os niveis de HSP72 mantiveram-se elevados entre o
primeiro e o terceiro dia apls a cessacao do exercicio, retomando a valores
iniciais 9 dias apds a cessacdo do exercicio, contudo a cardioproteccdo
persistiu.

Na literatura ha evidéncias no sentido de que a activacdo dos canais de
mitoKATP parecem induzir a alcalinizagdo da matriz mitocondrial, diminuicao
da producdo de ERO durante a reperfusdo, bem como a acumulacdo de Ca**
mitocondrial e melhoria na producdo de energia mitocondrial apds a isquemia
(Powers et al., 1993; Gross & Peart, 2003). Em contraste, a utilizagcdo de um
inibidor dos canais mitoKATP, Brown et al. (2005), sugerem que estes canais
nao sao os principais mediadores na cardioproctecdo induzida pelo treino de
endurance contra I/R. dada a sua importancia na protec¢cao celular associada
ao contra os efeitos deletérios da I/R, este mecanismo merece maior atencéo

por parte dos investigadores.
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O mecanismo de cardioproteccdo que redne maior consenso,
actualmente, passa pelo sistema antioxidativo. Neste ponto, o exercicio tem
sido descrito como tendo uma influéncia positiva sobre esta defesa. Diversos
estudos onde o treino de endurance foi aplicado demonstram: i) um aumento
da actividade da GPX, GR (Lew & Quintanilha 1991; Somani et al 1995;
Venditti & Di Meo 1996; Ramires & Ji 2001), CAT (Lew & Quintanilha 1991,
Somani et al 1995; Kim et al, 1996), SOD (Ramires & Ji 2001) e reducao dos
marcadres de peroxidacao lipidica (Somani et al 1995; Frankiewicz-Jozko et al.,
1996; Venditti & Di Meo, 1996; Kim et al 1996; Husain, 2003); ii) a um aumento
do nivel de GSH citosolico (Somani et al.,, 1995) e da actividade da
desidrogenase glicose-6-fosfato (G6PDH) (Lew Quintanilha & 1991), uma
enzima essencial no ciclo das pentoses, uma das principais fontes celulares de
NADPH.

Porém, ha enorme variabilidade na literatura sobre quais os antioxidantes
que efectivamente aumentam apos exercicio de endurance (Ascenséao et al.,
2007). Sendo que a maioria dos autores referem a SOD como a principal
defesa antioxidante associada a reducéo do risco de leséo no tecido cardiaco.
De facto, Yamashita et al. (1999) e Hamilton, et al. (2004) demonstraram que a
inibicdo de MnSOD resultou numa perda de cardioprotecdo induzida pelo
exercicio.

Corroborando esta linha de pensamento, Quindry et al. (2005),
observaram incrementos da actividade da MnSOD, apdés treino de endurance,
em animais, associado a uma reducdo da activacdo das calpainas e da
caspase-3, durante episédios de I/R. Estes resultados sugerem que 0 exercicio
protege contra a apoptose decorrente de episédios de I/R, pelo menos em
parte, pelo retardamento da calpaina e activagdo da caspase-3.

Estudos com o treino de endurance parecem proteger contra a morte
celular por apoptose e o envelhecimento do coragéo. Efectivamente, um estudo
de Kavazis et al. (2008) mostrou que o treino de endurance provoca um
fendtipo mitocondrial protector contra estimulos apoptéticos, pois as
mitocondrias intermiofibrilares e subsarcolemais apresentam uma menor taxa

maxima de abertura do PPTM.
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Em mitocondrias cardiacas isoladas de animais treinados foi demostrado
que a quantidade de Ca?' necessario para induzir abertura do PPTM foi
superior (47%), sugerindo que o treino de endurance estabelece-se como
modulador do PPTM (Marcil et al., 2006). O possivel papel protector do treino
de endurance associado a reperfusdo, pode ser explicado em parte por uma
diminuicdo da producgéo de ERO, contribuindo para a diminuicdo do influxo de
Ca*" e, consequente, menor susceptibilidade da abertura do PPTM (Starnes et
al., 2007).

Em suma, as adaptacbes mitocondriais decorrentes do treino de
endurance podem contribuir para a cardioprotecao, incluindo a diminuicdo da
produgdo de ERO e/ou aumento da actividade das enzimas antioxidantes
mitocondrias, bem como uma melhoria na capacidade em tolerar maiores
[Ca®'] (Starnes & Taylor, 2007).

2.3.2 — Hipoxia Hipobérica Intermitente e cardioproteccgéo

O treino de endurance em altitude tem sido usado com frequéncia por
atletas com o intuito de melhorar a sua performance. Nos Ultimos anos, tem-se
verificado um aumento notavel no que se refere ao nimero de técnicas que
visam "trazer a montanha até ao atleta”, desde casas de nitrogénio, a tendas
de hipoxia, a aparelhos respiratorios simuladores das condi¢ces ambientais em
alta altitude (Levine, 2002). O Treino hipoxico intermitente inclui o uso
descontinuo da normobarica ou da hipoxia hipobarica, numa tentativa de
reproduzir algumas das caracteristicas da adaptacao a altitude, com o objectivo
final de melhorar a nivel do mar, o desempenho atlético (Levine, 2002). Este
interesse actual pelo treino de hipoxia intermitente deriva, sobretudo, da
elaboracdo do modelo “Living high training low” de Levine & Stray-Gundersen
(1997). Esta estratégia combina adaptacdo a altitude, com treino em baixa
altitude.

Adicionalmente a performance atlética, a area de estudo da saude
também tem sido favorecida com o modelo da hip6xia hipobarica interminte

(HHI), visto diversos estudos terem comprovado que esta aumenta a tolerancia
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cardiaca a I/R aguda, através da reducdo do enfarto do miocardio, da
preservacdo da contractilidade do miocardio, da prevencdo da apoptose em
cardiomiocitos e do aumento da estabilidade eléctrica da membrana celular
(Zhang et al., 2000; Dong et al, 2003; Zhang et al, 2004). A adaptacdo a HHI
ajudou ainda a evitar deterioracdo do mDNA, preservando a ultraestrutura
mitocondrial quando o coracéo foi submetido a lesdes por I/R (Zhong et al.,
2000a; Xie et al., 2004).

Alguns mecanismos tém sido sugeridos como contribuidores para a
cardioprotecdo em ratos sujeitos a HHI, como a inducdo de HSP70 (Zhong et
al., 2000; Ding et al., 2005); a activacao mitoKATP; a inibicdo dos PPTM (Zhu
et al., 2003; Zhu et al, 2006.), e a activagcdo da proteina quinase C (PKC) (Ding
et al., 2004).

A exposicao a hipoxia crénica intermitente (Howald & Hoppeler, 2003) e
continua (Wen et al, 2002) induziram um aumento da resisténcia e da
sobrevivéncia a lesdes de I/R, devido a mecanismos de protecc¢éo relacionados
com a superexpressdo de HSP70. O papel da superexpressdao de HSP70
contra a lesédo de I/R tem sido descrita através de seus efeitos moduladores
sobre o complexo mitocondrial da CTE cardiaca e actividade da SOD, bem
como sobre a reducéo da apoptose (Sammut et al., 2001; Suzuki et al., 2002).

Zhu et al.,, (2006) verificou que a utilizacdo de CsA em coracdes
norméxicos para inibir a abertura do PPTM durante a reperfusédo resulta em
efeitos protectores semelhantes aos observados em animais adaptados a HHI.
Deste modo, comprovou que a inibicdo da abertura do PPTM com CsA
mimetizava os efeitos protectores da HHI, sugerindo que a inibicdo da abertura
do PPTM na reperfusdao contribui para a cardioprotecdo conferida pela HHI.
Deste modo, a adaptacdo a HHI protege o miocardio contra a lesé&o por I/R por
supressao da abertura do PPTM durante a reperfuséo (Zhu et al., 2006).

Para além disto, diversos autores (Zhu et al., 2003; Ding et al., 2004)
demonstraram que a adaptacéo a HHI inibe a sobrecarga intracelular de Ca**
durante a I/R. Num estudo mais recente, Zhu et al., (2006), demonstraram que,
em cardiomiécitos adaptados & HHI ocorreu uma forte inibicdo ndo so6 da [Ca?']

citosolico, como também da [Ca®"] mitocondrial durante a reperfusdo, em
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comparacao com 0s ratos normoéxicos, em que a I/R estimulou um aumento
das [Ca®'] citosélico e mitocondrial. Estas observaces sdo sugestivas de que
a reducdio da abertura do PPTM na reperfuséo pode reduzir a [Ca®'] citosélico
e mitocondrial, desempenhando assim um papel na proteccdo miocardica em
ratos adaptados a HHI. Adicionalmente, este estudo (Zhu et al., 2006) mostra
que a adaptacdo a HHI impede, significativamente, o swelling mitocondrial
cardiaco e consequente libertacdo do citocromo ¢ induzido pelo aumento da
[Ca®*]. Deste modo, a adaptacdo a HHI aumenta a tolerancia mitocondrial a
sobrecarga de Ca®*, ndo ocorrendo inducdo da abertura do PPTM, que parece
ser um evento critico para a lesdo irreversivel do miocardio apos um insulto
isquémico (Halestrap et al., 1998; Hausenloy et al., 2002).

Adicionalmente a adaptacdo a HHI tem uma acc¢éo na abertura dos canais
mitoKATP (Asemu et al., 1999; Neckar et al., 2002; Zhu et al., 2003)
melhorando a tolerancia mitocondrial & sobrecarga de Ca®" pela consequente
dissipacéo do Ay e libertacdo do Ca®* das mitocdndrias.

Em analogia com a proteccdo de curta duracdo induzida pelo pré-
condicionamento, Kolar et al. (2007) e Hlavackova et al. (2010) tém
demonstrado que a PKC (Asemu et al., 1999; Arnaud et al., 2002), os canais
mitoKATP (Becker, 2004; Bouwman e tal., 2004), e as ERO (Chang e tal.,
1989) estdo envolvidos no mecanismo cardioprotector conferido pela HHI
Crbnica, embora as interaccfes precisa entre esses componentes nao sao
claras.

O envolvimento da PKC na cardioprotecéo resultante da hipoxia crénica é
suportada pela observacdo de que a queleritrina, inibidor geral da PKC, aboliu
completamente os efeitos da hipoxia crénica intermitente, no que se refere aos
efeitos sobre o tamanho do enfarto (Rafiee et al., 2002; Neckar e tal., 2005;
Ding e tal., 2004). Nos estudos de Kolar et al. (2007) a hipoxia cronica
intermitente aumentou, significativamente, o teor de proteina PKC-5, em
relagdo ao homogeneizado de miocardio. A activagdo da PKC-d durante a
reperfusdo leva a uma estimulagédo da das vias pré-apoptoticas e exacerbacéo

da leséo cardiaca (Inagaki et al., 2003; Murriel et al., 2004). Contudo, os efeitos
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cardioprotectores da PKC-d manifestam-se quando a enzima € activada antes
do insulto de I/R (Hirotani & Sadoshima, 2005; Inagaki & Mochly-Rosen, 2005).
Por outro lado, a activacdo da PKC medeia a formacéo de ERO, induzidas
por pré-condicionamento agudo (Baines et al., 1997). No estudo de Kolar et al.,
(2007) a hipoxia cronica intermitente ndo alterou a concentracdo miocardica de
GSH, mas aumentou significativamente a propor¢édo de GSSG e diminuiu a
propor¢cdo GSH-GSSG. Zhu et al. (2004) observaram um aumento da MnSOD
e CAT, em coracdes de ratos, expostos a hipoxia cronica intermitente, logo
apo0s o nascimento por 60 dias. Contudo, segundo Kolar et al., (2007), o
aumento da tolerancia isquémica, em coracdes adultos, cronicamente expostos
a hipoxia parece improvavel que seja mediada pelo aumento da capacidade de

defesa antioxidante.

2.4 — Efeitos do treino de endurance na funcionalidade

mitocondrial hepatica.

O figado exerce um papel central no metabolismo, desempenhando
inimeras fungBes importantes, entre as quais 0 armazenamento de glicogénio,
a gliconeogénese, a lipogénese, a decomposicdo de hemacias, a conversao de
amonia em ureia, desintoxicacdo de drogas e toxinas, entre outros. (Huang et
al., 2010). Uma vez que o figado apresenta um papel central no metabolismo,
esta sujeito a um conjunto de produtos metabdlicos prejudiciais formados em
outros 6rgdos, como coragdo, musculos esqueléticos e rins através da
circulacdo sanguinea (Taysi et al., 2008), podendo-se justificar deste modo o
seu estudo em animais sujeitos a exercicio fisico.

O treino de endurance tem demonstrado aumentar a capacidade oxidativa
e melhorar a sensibilidade a insulina no muasculo-esquelético. Contudo, os
efeitos do treino de endurance sobre as mitocondrias do tecido hepatico, além

de serem escassos sao muitas vezes contraditorios na literatura.
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Silvia et al. (2009) demonstram que o treino de endurance induz
melhorias no metabolismo oxidativo, diminuindo as agressfes quer nos lipidos
quer em proteinas e regulando a actividade antioxidante em mitocéndrias
hepaticas. De acordo com os resultados deste estudo, ratos sujeitos a treino de
endurance (45min, 5 dias/semana, durante 8 semanas) apresentaram uma
diminuicdo no nivel de lipoperoxidacdo e de carboxilagdo de proteinas e um
aumento significativo da actividade da SOD, apesar da actividade da CAT ser
reduzida. Na literatura, o aumento da actividade da CAT hepatica foi relatada
apos 21 semanas de treino de natacdo (1h/dia, 5dias/semana) (Kanter et al.,
1985) e 12 semanas de treino em tapete rolante (Kakarla et al., 2005). Estes
resultados séo apoiados pelas pesquisas de Radak et al. (2004), onde
verificaram, igualmente, como consequéncia do treino de endurance, um
aumento nos niveis de enzimas antioxidantes, neste caso, a GSH hepatico.
Radak et al. (2004) relataram que de o treino de endurance, em tapete rolante,
com duracdo de 8 semanas, diminuiu a taxa de formagdo de ERO em
mitocondrias hepaticas. Havendo ainda evidencias que o treino de endurance
diminui o contetdo de TBARS em mitocondrias hepaticas apds 24 semanas de
treino (Boveris & Navarro, 2008)

Tendo por base esta premissa, Taysi et al. (2008) analisaram, os efeitos
do treino de endurance contra os efeitos deletérios do exercicio exaustivo
agudo em mitocondrias hepaticas. Os resultados deste estudo sugerem que o
treino de endurance atenua os efeitos do exercicio exaustivo agudo ao evitar a
diminuicdo da enzima antioxidante GPX, e com isso, verificou-se uma
diminuicdo da producédo de ERO durante o exercicio exaustivo agudo.

Contudo a literatura ndo € consensual, visto que, recentemente, Sun et al.
(2010), apos sujeitarem animais a 4 semanas de treino de endurance,
observaram incremento do stress oxidativo mitocondrial. Este estudo corrobora
as investigacbes de Terblanche et al. (2001) e Navarro et al. (2004), onde
treino de endurance dimuiu a capacidade oxidativa das mitocondrias hepaticas.
Estes resultados corroboram com os estudos de Venditi et al. (1999), onde a
aplicacdo de uma unica sessédo de treino de endurance (5-8h), na piscina,

revelou um decréscimo nos niveis de antioxidantes e na capacidade oxidativa,
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assim como um aumento da peroxidacao lipidica. Esta tematica é ainda t&o
controversa, que existem ainda estudos que demostraram que a capacidade
oxidativa das mitocondrias hepaticas, ndo tinha sido afectada pelo treino de
endurance (Willis et al., 1992; ZGuzman & Castro, 1988). Recentemente, Sun
et al., 2010, sugeriram que o treino de endurance tanto pode induzir efeitos
deletérios em mitocondrias hepaticas, como desenvolver o sistema

antioxidante, visto terem observado incrementos das concentracdes de GSH.
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3 — Definicdo dos Objectivos

3.1 — Objectivo geral

O objectivo do presente estudo foi analisar o efeito sinergético e isolado
da hipoxia hipobarica intermitente (HHI) e do treino de endurance na

funcionalidade de mitocdndrias hepéticas, na presenca e auséncia de salicilato.

3.2 — Objectivos especificos

Podemos definir como objectivos especificos do presente estudo a
analise das adaptacfes induzidas pela hipoxia hipobarica intermitente e pelo

treino de endurance, na presenca e na auséncia de salicilato:

i) na actividade respiratéria mitocondrial;

i) no potencial da membrana mitocondrial,

iii) na tolerancia mitocondrial a inducédo do poro de permeabilidade
transitoria (PPTM).
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4 — Metodologia

4.1 — Caracterizacao da amostra

A amostra foi constituida por 23 ratos Wistar macho (5 semanas e
aproximadamente 190g no inicio do protocolo). Durante o protocolo
experimental os animais foram mantidos em gaiolas colectivas (dois ratos por
gaiola) em biotério com atmosfera normal (21-22°C; 50-60% humidade),
comida e agua ad libitum e num ciclo de 12h dia/noite.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: Normoxico
Sedentério (NS) (n=7), Normoxico Exercitado (NE) (n=5), Hipoxico Sedentario
(HS) (n=6) e Hipoxico Exercitado (HE) (n=5).

O protocolo experimental seguiu as normas internacionais previstas para
a saude, cuidado, utilizacdo e manipulacdo laboratorial de animais em

investigacao.

4.2 — Protocolo experimental

4.2.1 — Hipoxia hipobérica intermitente e treino de endurance

Os animais dos grupos HS e HE foram submetidos a um periodo de
aclimatizacdo de 7 dias (ap6s os 2500m atingidos no 1° dia de hipoxia, os
niveis de hipdxia foram incrementados no correspondente a uma altitude de
500m/dia até serem atingidos os 6000m), numa camara hipobérica. Apos o
periodo de aclimatizacdo os respectivos grupos foram submetidos a hipoxia
intermitente de alta altitude, 5h/dia, 5 dias/semana, a uma pressao atmosférica
de 49,3kPa (370mmHg), o equivalente a uma atitude de 6000m. O periodo de
pressurizacéo e de despressurizacao teve uma duragéo de 12min.

Os animais dos grupos NS e NE foram submetidos a uma presséo
atmosférica de 101,3kPa (760mmHg), o equivalente aos valores encontrados
ao nivel do mar.

Apds o periodo de hipoxia, os animais do grupo HE manteve-se em
repouso durante 1lh até iniciar o treino de endurance. Os animais dos grupos

exercitados (NE e HE) foram adaptados ao tapete rolante durante 7 dias, antes
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de iniciar o protocolo. Nos dois primeiros dias, 0s animais correram a
velocidade de 15m/min, sendo que a velocidade foi aumentada a 5m/min, a
cada 2 dias até a velocidade de 25m/min ser atingida.

O treino de endurance consistiu num periodo de exercicio de tapete
rolante, com duracdo de 1lh, ao longo de 5 semanas a uma velocidade de
25m/min (0% de inclinacao).

Os grupos sedentarios (NS e HS) foram colocados em tapete rolante
parado durante 1h, no sentido de reproduzir as condicdes ambientais dos

grupos exercitados.

4.2.2 — Extrac8o de sangue e isolamento de mitocondrias hepaticas

ApoOs os periodos de hipoxia intermitente e treino de endurance, o0s
animais foram sacrificados, sendo-lhes, rapidamente, extraido o figado para
isolamento de mitocondrias e foi colectado 2ml de amostra de sangue num
tubo com ECTA, através da veia cava inferior, usado para analisar parametros
hematoldgicos, tais como concentracdo de hemoglobina e do hematdcrito. O
figado foi prontamente excisado e cortado num meio de isolamento (0-4°C)
contendo 250mM de sacarose, 10mM de Hepes, 0,5 mM de EGTA com ph7,4 e
albumina de soro de boi (BSA). A amostra foi cuidadosamente homogenizada
com um pistao de teflon inserido num poter de vidro (Potter-Elvehjen).

A homogenizado de tecido foi centrifugado a 800xg durante 10 minutos,
sendo que o pellet resultante desta centrifugacdo foi desperdicado e o
sobrenadante foi centrifugado a 10000xg durante 10 minutos. Seguidamente, o
sobrenadante foi decantado e o pellet foi delicadamente ressuspenso em meio
de isolamento e centrifugado novamente a 10000xg durante 10 minutos . Por
fim, o sobrenadante foi decantado e o pellet ressultante da centrifugacéo
anterior foi ressuspenso em meio de ressuspensdo (250mM de sacarose,
10mM de Hepes e pH 7,4) e centrifugado novamente a 10000xg durante 10
minutos. De modo a concluir todo este processo, 0 sobrenadante foi
desperdicado e o pellet final, contendo mitocéndrias, foi gentiimente

resuspenso em meio de ressuspensao.

34



Capitulo IV — Metodologia

Todos os procedimentos de isolamento das mitocondrias foram realizados
a uma temperatura entre os 0 e os 4°C. A concentragcdo da proteina
mitocondrial foi determinada espectrofotdmetricamente (Jasco V-630),
recorrendo ao meétodo do biureto, BSA como padrdo. A suspensdo mitocondrial

final foi utilizada nas 4h seguintes e mantida entre os 0 e os 4°C.

4.2.3 — Determinagédo do consumo do O, mitocondrial

O consumo de O, mitocondrial foi avaliado polarograficamente utilizando
um eléctrodo de O, tipo Clark (Yellow Springs Instruments, OH). As reaccdes
ocorreram numa camara de vidro fechada, termoregulada (25°) e agitada
magneticamente, com um volume de 0,75ml, contendo 0,5mg de proteina
mitocondrial hepatica, num meio de reac¢do contendo 125 mM de sacarose,
5mM de HEPES, 2,5mM de MgCI2, 65 mM de KCI, 5 mM de KH2PO4 e pH
7.2.

Apds 1minuto de estabilizacéo, a respiracdo mitocondrial iniciou-se com a
adicdo de glutamato-malato (10/5mM) ou sucinato/rotenona (10mM/4uM), na
concentracao final.

A determinacdo do estado 3 respiratorio foi efectuada ap6s a adicdo de
ADP numa concentracao final de 200uM e o estado 4 respiratorio foi medido
como a taxa de consumo de O, que se segue a fosforilacdo do ADP. O RCR,
ou seja, o racio entre o estado 3 e o estado 4, foi calculado segundo Estabrook
(1967) usando 235 mMO,/ml como valor de solubilidade do O, a 25°.

4.2.4 — Determinacédo do potencial etétrico transmembranar (Ay)

O Ay de membrana foi estimulado com base na actividade do catido
lipolifico tetrafenilfosnio (TPP™) utilizando um eléctrodo selectivo para TPP*
preparado no nosso laboratério de acordo com Kamo et al. (1979) e usado
como referéncia um eléctrodo AgCl (Tacussel, Model MI 402). Ambos os
eléctrodos TPP* e o de referéncia foram inseridos numa camara aberta agitada
magneticamente e conectada a um medidor de pH (rtec, PHM 84). Os sinais

foram ampliados através de um gravador potenciométrico (Alteck, linear 1200).
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N&o foi utilizado qualquer factor de correccado para rectificar a contribuicéo
passiva de TPP" para o potencial de membrana, uma vez, que o propdsito
deste estudo € observar as alteracdes relativas entre grupos em detrimento de
valores absolutos. Consequentemente, os valores de Ay obtidos a priori sdo

ligeiramente sobrestimados. O Ay foi estimado através da equacéo (25°C):

Ay =59 x log(v/V) — 59 x log(10 AEI59-1)

Legenda:
v — volume mitocondrial
V — volume do meio de incubagéao

AE - defleccédo do potencial do eléctrodo a partir do estado basal

As reaccdes ocorreram em 1ml de meio de reaccao, contendo 125 mM
de sacarose, 5mM de HEPES, 2,5mM de MgCl,, 65 mM de KCI, 5 mM de
KH2PO4 e pH 7.2, suplementado com TPP™ (3uM) e 1mg de proteina (25°C).

Para a monitorizacdo do Ay com substratos para o complexo | foi
adicionado glutamato/malato (10/5mM, respectivamente) e o potencial de
despolarizacdo foi registado ap6s a adicdo de ADP (200uM). Para a
monitorizacdo do Ay maximo com substratos para o complexo |l foi adicionado
sucinato (10mM) ao meio de reaccao contendo rotenona (4uM), na presenca e
na auséncia de salicilato (0,5mM).

A lag phase, expressa em segundos, reflecte a capacidade mitocondrial
para despolarizar e repolarizar apés adicdo de ADP, foi avaliada em ambas as

condicBes de utilizacdo de substratos.
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4.2.5 - Swelling mitocondrial

As alteracbes osmoticas do volume mitocondrial foram acompanhadas
através da monitorizacdo do decréscimo da absorvancia a 540nm usando um
espectofotdmetro Jasco V-630.

Os ensaios foram realizados em 1ml de meios de reaccdo (130mM de
sacarose, 5mM de HEPES, 50mM de KCL, 2,5mM de KH2PO4, 10uM de
EGTA e pH a 7,4), suplementado com rotenona (4uM), succinato (10mM) e
Ca®* (240pM), com 1mg de proteina, na presencia e auséncia de salicilato
(0,5mM). O ensaio de controlo foi realizado através do uso de 1uM de

ciclosporina A.

4.3 — Procedimentos estatisticos

O tratamento estatisitico dos dados foi realizado recorrendo ao programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS in. version 18 para
Windows).

Para a comparacdo de meédias foram utilizados os seguintes testes
paramétricos: t-test student e a ANOVA de medidas independentes seguida
pelo teste a post hoc de Bonferroni.

Em ambos os testes o nivel de significancia foi estabelecido em 5%
(p=<0,05).
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5 — Apresentacao dos Resultados

5.1 — Efeito do treino de endurance e da hip6xia hipobarica

intermitente no peso do 6rgéo e rendimento mitocondrial

No quadro 1 podem ser observados os valores médios e respectivo erro
padrdo da média (X+SEM) do peso corporal, peso do figado, racio do
comprimento do fémur e peso do coracdo pelo peso corporal, assim como de
hemoglobina, hematocrito e rendimento mitocondrial hepatico, dos diferentes

grupos presentes no estudo.

Quadrol Valores médios e respectivo erro padrdo da média (XxSEM) das caracteristicas dos
animais e redimento mitocondrial

NS NE HS HE

Peso animal (sacrificio) (g) 382,1+7,1 346,6+7,4 356,1+10,4 319,0+11,4*
Peso figado (g) 9,77+0,33 9,82+0,46 10,33+0,45 9,18+0,46
Peso figado/peso corporal (mg.g™) 0,03+0,0006 0,03+0,01 0,3+0,0007 0,3+0,0005
Peso corac&o/peso corporal (mg.g™) 0,22+0,01 0,24+0,01 0,25+0,02  0,28+0,01*
Comprimento fémur/peso corporal 0,95+0,02 1,06+0,02* 0,99+0,91  1,12+0,05*
(cm.g™)

Hemoglobina (g.di™) 14,1+0,3 14,4+0,12 20,0+0,83* 18,7+0,12*"
Hematocrito (%) 43,2+1,34 43,1+0,5 63,743,37* 57,4+0,45"
Rendimento mitocondrial (mg.g™) 5,09+0,41 5,79+0,51 4,76+x3,08 6,56+0,85

Nota: NS: Normoxico Sedentéario; NE: Normoxico Exercitado; HS: Hipéxico Sedentéario; HE: Hipoxico Exercitado

*vs. NS (p<0,05)
#vs. HS e HE (p<0,05)

Foi observada uma significativa diminuicdo do peso corporal do grupo HE

em relacdo aos do grupo NS. Por outro lado, no grupo HE foi observado um
aumento significativo dos seguintes parametros, em relacdo a NS: racio peso
coracao/peso corporal; racio comprimento fémur/peso corporal; hemoglobina e
hematocrito. O grupo HS apresentou uma concentragdo de hemoglobina e
hematocrito significativamente superior a NS e a HE.

Contudo, néo se verificaram diferencas estatisticamente significativas
entre os diferentes grupos, no que diz respeito ao peso do figado, racio peso

figado/peso corporal e rendimento do isolamento mitocondrial.

39



Capitulo VI — Discussdo dos Resultados

5.2 — Efeito do treino de endurance e da hip6xia hipobarica

intermitente no consumo de oxigénio mitocondrial

Para ilustrar os efeitos do treino de endurance e da hipoxia hipobarica
intermitente no consumo de O, mitocondrial hepético, foram determinadas
taxas respiratorias utilizando substratos para a oxidacdo do NADH e FADH;
através dos complexos mitocondriais | e Il, respectivamente. Os resultados dos
diferentes grupos nos parametros respiratorios mitocondriais estado 3, estado 4
e RCR estéo representados no quadro 2.

Quadro 2 Valores médios e respectivo erro padrdo da média (X+SEM) da taxa respiratéria em
estado 3 e 4 e RCR, usando como substratos Glutamato-malato (10/5mM) e Sucinato (10mM)
na presenca de rotenona (4pM).

Glutamato-Malato NS NE HS HE
Estado 3 (natomo.min™ mg prot™) 249,1+6,5 160,9+10,0*  168,3+21,0* 169,9+8,2*
Estado 4 (natomo.min™ mg prot™) 73,7+2,8 46,0+2,9* 33,4+2,8* 44,8+5,7*
RCR 3,40,2 3,60,3 5,1+0,5 4,3+0,8
Sucinato

Estado 3 (natomo.min™ mg prot™) 364,1+24,6 313,5+49,5 293,3+44,4  215,7+16,7*
Estado 4 (natomo.min™ mg prot™) 146,6+7,2 104,0+12,6* 113,6+9,2 106,946, 7*
RCR 2,7+0,3 3,1+0,4 2,5+0,3 2,1+0,2

*vs. NS (p<0,05)

Utilizando  glutamato-malato como substrato observou-se que,
comparativamente com o grupo NS, os grupos NE, HS e HE apresentam uma
taxa respiratéria inferior durante o estado 3 e o estado 4 (=35-40%). Utilizando
sucinato como substrato foram observadas reducdes significativas no estado 3,
entre os grupos NS-HE, e no estado 4 entre os grupos NS-NE e NS-HE.

De realcar, ainda, que néo se verificaram diferencas significativas no RCR
quando utilizados ambos 0s substratos entre quaisquer dos grupos analizados.

A figura 5 mostra os resultados dos diferentes grupos no estado 4, na
presenca de salicilato, utilizando ambos os substratos (glutamato-malato e

sucinato).
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Estado 4 (natomO.min™.ma prot™

Fig. 5 Valores médios e respectivo erro padrdo da média (X+SEM) da taxa do estado 4 respiratério, na
presenca de salicilato (0,5mM) usando como substrato Glutamato-malato (10/5mM) e Succinato (10mM/)
inibindo o complexo | com rotenona (4uM).

Na presenca de salicilato, a taxa respiratoria do estado 4 foi superior, em
todos os grupos e para ambos o0s substratos, quando comparado com o
mesmo parametro na auséncia deste farmaco. Na presenca de salicilato,
utilizando glutamato-malato para energizar o complexo |, podemos verificar
diferencas significativas em todos os grupos relativamente ao grupo de controle
(NS). O grupo HE apresenta diferencas significativas relativamente ao grupo
HS, contudo o0 mesmo néo se verifica em relacdo ao grupo NE.

Por outro lado, na presenca de salicilato, ndo se verificam diferencas

significativas entre grupos quando as mitocondrias sdo energizadas.
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5.3 — Efeito do treino de endurance e da hip6xia hipobarica

intermitente no potencial de membrana mitocondrial

De forma a averiguar mais detalhadamente os efeitos do treino de
endurance e da hipdxia hipobarica intermitente na funcdo mitocondrial foram
avaliadas as variacdes no potencial de membrana mitocondrial (fig. 2B),
utilizando glutamato-malato e sucinato como substratos para o complexo | e |l

da CTE, as quais sdo apresentados no quadro 3.

Quadro 3 valores médios e respectivo erro padrdo da média (X+tSEM) das flutuacdes do
potencial mitocondrial trasmembranar (Ay) e da lag phase, apds um ciclo fosforilativo de ADP,
usando como substratos Glutamato-malato (10/5mM) e Succinato (10mM) na presenca de
rotenona (4uM).

Glutamato-Malato NS NE HS HE
Ay Maximo (-mv) 218,1+2,8 213,3+4,2 218,6+1,9 209,9+4,5
Ay Despolarizagéo (-mv) 188,2+2,6 181,2+4,7 186,8+2,7 173,7+7,3
Ay Repolarizagao (-mv) 212,3+3,3 208,6+4,7 212,9+2,6 202,6+7,2
Lag phase (s) 66,1+5,0 67,516,3 64,9+3,0 49,6+3,8
Sucinato

Ay Maximo (-mv) 220,9+3,0 216,3+3,0 219,2+1,3 215,6+1,7
Ay Despolarizagao (-mv) 192,8+3,0 189,3+2,9 187,4+1,8 184,5+2,5
Ay Repolarizagao (-mv) 218,2+2,5 214,3£3,2 216,8+1,1 213,4+2,1
Lag phase (s) 84,4+2,8 96,8+2,2 92,7+4,5 73,619,0*

*vs. NE e HS (p<0,05)

Podemos observar que nao existem diferencas significativas entre grupos
no Ay maximo, Ay despolarizagao e repolarizagdo, para ambos os substratos
utilizados.

Ainda no quadro 3 podemos observar os valores médios da lag phase de
um ciclo fosforilativo induzido pela adicdo de ADP utilizando como substratos
glutamato-malato e sucinato. Como € possivel verificar, ndo existem diferencas
significativas entre grupos na lag phase, apesar de existir uma tendéncia para a
lag phase do grupo HE ser inferior a dos restantes (22-26%). Quando utilizado
sucinato para a energizacdo do complexo IlI, observamos diferencas

significativas entre na lag phase entre os grupos HS-HE e os grupos HE-NE.

42



Capitulo VI — Discussdo dos Resultados

No quadro 4 sdo apresentados os resultados relativos as flutuacdes do
Ay apo6s um ciclo fosforilativo, assim como os valores médios da lag phase, na

presenca de salicilato, utilizando sucinato como substrato.

Quadro 4 valores médios e respectivo erro padrdo da média (XtSEM) das flutuacdes do
potencial mitocondrial trasmembranar (Ay) e da lag phase, de um ciclo fosforilativo de ADP,
usando como substrato Succinato-rotenona (10mM/4uM) na presenca de salicilato (0,5mM).

Sucinato+salicilato NS NE HS HE
Ay Maximo (-mv) 201,4+3,0 202,1+2,0 202,1+3,5 194,6£2,1
Ay Despolarizagao (-mv) 183,0£2,1 185,4+0,7 182,1+2,4 182,4+2,4
Ay Repolarizagéo (-mv) 199,5+2,5 203,0+1,7 201,8+2,5 201,8+1,6
Lag phase (s) 151,0%3,3 129,5+1,7¢*  107,3%5,0"*  105,446,9"*

*vs. NS (p<0,05)
#vs. NE (p<0,05)

Na referida condicdo, a lag phase aumentou em todos 0S grupos
comparativamente com a condicdo de auséncia de salicilato no meio de
reaccao. O grupo NS € o que apresenta maior lag phase, verificando-se
diminuicdes estatisticamente significativas entre este grupo (NS) e os
restantes. De realgar o facto dos grupos submetidos ao protocolo de hipoxia
hipobarica intermitente apresentarem lag phase inferior quando comparados
com 0s grupos normoxia, sendo esta diferenca estatisticamente significativa,
destacando-se a relacdo entre HE-NE. Contudo n&do existem diferencas
significativas entre os grupos submetidos a hipdxia hipobarica intermitente (HS-
HE).

5.4 — Efeito do treino de endurance e da hipdxia hipobarica no

Swelling mitocondrial

Foram igualmente avaliados espetrofotometricamente os efeitos do treino
de endurance e da hipoxia hipobarica intermitente na susceptibilidade das
mitocOndrias hepaticas a abertura do PPTM na presenca e auséncia de
salicilato.

Na figura 6 podem-se observar os resultados da avaliacdo dos

parametros do swelling osmoético, nomeadamente, o tempo até atingimento da
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velocidade maximo de swelling (Tempo Vmax.) (figura 6A); a amplitude do
swelling (figura 6B) e a taxa média de swelling (figura 6C), na presenca e na

auséncia de salicilato.
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Fig. 6 — Valores médios e respectivo erro padrdo da média (XtSEM) de: Figura 6A — Maxima taxa de swelling;
Figura 6B — Amplitude do swelling; Figura 6C — Média da taxa de swelling. Na presenga e na auséncia de
salicilato

Os valores relativos aos ensaios de swelling ndo apresentam diferencas
significativas entre os diferentes grupos. Contudo, ha uma tendéncia para que
na presenca de salicilato o tempo até ao atingimento da velocidade méaxima de
swelling seja menor, a amplitude de swelling seja maior, assim como a taxa
média de swelling seja superior relativamente aos ensaios efectuados na

auséncia de salicilato.
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6 — Discussao dos Resultados

A disfuncdo hepatica € um dos principais problemas associados a
diversas condi¢cbes patolégicas como a obesidade. Adicionalmente, muitas
outras formas de toxicidade hepética encontram-se associadas a ingestdo de
farmacos para o tratamento de doencas cronicas. O salicilato, metabolito
principal da Aspirina, se por um lado tem demostrado eficacia na prevencao
primaria e secundéria de eventos cardiovasculares, assim como no tratamento
agudo do enfarto do miocéardio (Nulton-Persson et al., 2004), por outro lado,
pode originar esteatose microvesicular, estando na origem de lesdes
mitocondrias hepaticas (Labbe et al. 2008). O estudo da toxicidade mitocondrial
hepatica de sujeitos submetidos a estimulos cronicos como o exercicio fisico
de endurance e a hipoxia hipobarica intermitente revela ser de potencial
interesse, visto estas serem duas estratégias utilizadas na prevencdo e no
tratamento de diversas patologias, incluindo doencas metabdlicas e
cardiovasculares (Powers et al., 1998; Zhang et al., 2000; Powers et al., 2002;
Hamilton et al., 2003; Starnes et al., 2003; Dong et al, 2003; Zhang et al,
2004Lennon et al., 2004; Powers et al., 2004; Brown et al., 2005; Quindry et al.,
2005; French et al., 2006; Ascenséao et al., 2007; Ascenséo et al., 2011).

Deste modo, 0 nosso estudo surgiu com o intuito de perceber as
implicagbes na funcionalidade mitocondrial hepatica destas intervengdes
isoladamente e combinadamente, na presenca e na auséncia de salicilato, um
metabolito anti-inflamatdrio que causa lesao hepatica mitocondrial.

A nossa amostra foi constituida por ratos, sendo este considerado um
modelo animal adequado no estudo de alteragbes estruturais e funcionais
observadas em pacientes (Monti et al. 1995). Relativamente ao género do
animal, tem sido descrito que a expressdo e a actividade das enzimas
antioxidantes € mais elevada nos ratos fémeas do que nos machos (Borras et
al. 2003), pelo que néo foram incluidos ratos fémea no nosso estudo.

De acordo com 0 nosso objectivo, os ensaios foram realizados in vitro e

medimos o consumo de oxigénio, o potencial transmembranar e o swelling
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mitocodondrial em mitocondrias isoladas de figado. Neste sentido, os ensaios
em mitocondrias isoladas constitui um modelo bastante utilizado para avaliar o
efeito modulador de varios estimulos e/ou da toxicidade de algumas drogas,
como o salicilato. As alteracbes na funcionalidade mitocondrial avaliados in
vitro constitui-se, portanto, como interessantes sensores de toxicidade e/ou

resposta tecidual a condi¢des patofisiologicas (Oliveira, 2011).

6.1 — Adaptacbes induzidas pelo treino de endurance e pela

hipoxia hipobérica intermitente na morfologia animal

O nosso estudo revelou uma tendéncia para os grupos NE e HS
possuirem um peso corporal inferior ao do grupo de controlo (NS). Contudo,
apenas o0 grupo que foi submetido a ambos os estimulos (HE) foi
significativamente diferente relativamente ao grupo NS. Os estudos de Zhang
et al. (2010) indicam que n&o existem diferencas significativas no do peso
corporal e no racio entre o peso do coracdo/peso corporal entre 0 grupo sujeito
a hipoxia hipobéarica intermitente (HS) e o grupo normoéxico (NS). Contudo,
Neckar et al. (2002) verificaram que o peso corporal dos ratos sujeitos a hipdxia
hipobarica intermitente é significativamente inferior do que o grupo normaéxico,
0 que vem, em parte, ao encontro dos nossos resultados. Relativamente aos
efeitos do treino de endurance, diversos autores, tal como 0 nosso estudo,
verificaram que este diminui o peso corporal (Arcos et al., 1968; Baldwin et al.,
1975; Starnes et al., 2003; Lennon et al., 2004; Quindry et al., 2005; Boluyt et
al., 2006; Starnes et al., 2007; Huang et al., 2009). O peso do figado e do
coracao ndo sofreram, no nosso estudo, qualquer alteracéo significativa, sendo
de esperar o aumento do peso relativo do coracédo, visto esta ser uma das
adaptacdes classicas desencadeadas pelo treino de endurance em ratos
(Baldwin et al., 1977; Hickson et al., 1983; Kingwell et al., 1998). Verificamos
ainda, um aumento significativo do racio peso do coragdo/peso corporal
(quando 1) no grupo HE, evidenciando que o treino de endurance em
simultaneio com a hipoxia hipobarica intermitente constitui um estimulo capaz

de induzir hipertrofia cardiaca.
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O hematdcrito, ou seja, a percentagem que o0s globulos vermelhos
ocupam no sangue, e a concentragdo de hemoglobina aumentaram
significativamente nos grupos sujeitos a hipoxia. Estes efeitos estdo descritos
na literatura como adaptacdes cronicas a alta altitude. Mairbaurl (1994)
verificou que a concentracdo de hemoglobina no sangue aumenta linearmente
até uma altitude de 4000m e acima deste valor até aos 6000m aumenta
desproporcionalmente. Numa fase inicial de exposi¢cdo aguda a alta altitude, os
valores do hematécrito sdo incrementados essencialmente a custa da
diminuicdo do volume plasmatico e sanguineo, s6 posteriormente o aumento
da massa dos glébulos vermelhos compensa o decréscimo do volume
plasmatico, reestabelecendo o volume sanguineo total e compensando a
reducdo do conteudo arterial de oxigénio (Mairbaurl, 1994). O aumento da
viscosidade sanguinea, induzido por este aumento do hematdécrito, associado a
diminuicdo do volume plasmatico, poderd aumentar o dispéndio energético
cardiaco e dificultar o fluxo sanguineo nos capilares, diminuindo a eficacia

cardiovascular no transporte de oxigénio para os tecidos (Mairbaurl, 1994).

6.2 — Efeitos do treino de endurance e da hipdxia hipobarica
intermitente na actividade respiratoria e no potencial

transmembranar

De modo a estudar os efeitos do treino de endurance e da hipdxia
hipobarica intermitente na funcdo mitocondrial hepética, avaliamos o consumo
de O, associado ao potencial de membrana mitocondrial e ciclo fosforilativos
induzidos pelo ADP. O ADP é o estimulador da fosforilacdo oxidativa e
regulador da via glicolitica (Bernard & Rossignol, 2008). Assim sendo, a analise
dos paramétros respiratérios estudados; estado 3, estado 4 e RCR, com
substratos para o complexo | (malato-malato) e Il (sucinato) teve como intuito
estudar: (i) a respiracdo em mitocondrias isoladas acopladas na presenca de
ADP; (ii) o estado respiratério ap0s a fosforilagdo do ADP em estado 3,

designado por estado 4, reflectindo o indice de permeabilidade da membrana a
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protdes; (iii) a relacdo entre estado 3/estado 4, considerado um indice de
acoplamento ou desacoplamento da fosforilacdo oxidativa, isto é, entre o
consumo de O, e a producgéo de ATP.

No que diz respeito ao complexo I, podemos observar que todos os
grupos (NE, HS e HE) possuem consumo de O, em estado 3 inferior
relativamente ao grupo NS. Os resultados apontam um decréscimo da
capacidade fosforilativa mitocondrial hepatica nos ratos sujeitos a treino de
endurance e a hipoxia hipobarica intermitente, em separado ou em conjunto,
expressa pela diminuicdo do estado 3 0 que sugere que a poténcia oxidativa
das mitocondrias hepéticas foi afectada. A diminuicdo da capacidade das
mitocondrias hepaticas em fosforilar ADP apds treino de endurance corrobora
com alguns resultados de estudos onde n&o ocorreram alteracbes ou
ocorreram diminuices na capacidade oxidativa das mito6ndrias hepaticas
(Terblanche et al., 2001; Navarro et al. 2004). Uma diminuicdo do estado 3
pode ser interpretada como um sinal da disfuncdo da CTE, através de danos
intrinsecos nas oxido-redutases ou na limitacdo dos equivalentes redutores
(Willet et al., 2000), com um consequente declinio dos electrdes fornecidos
para a CTE; pela diminuicdo do contetddo e actividade do ANT (Oliveira &
Wallace, 2006); ou por danos especificos no sistema de fosforilacdo
mitocondrial, com declinio da actividade de enzimas do ciclo de Krebs
(Holloszy et al., 1970).

Tem sido sugerido que em algumas circunstancias, como por exemplo
stress oxidativo acrescido in vivo (Magalhaes et al., 2005), existe a ocorréncia
de disfuncdo reversivel de algumas enzimas do ciclo de krebs, tal como a
succinato desidrogenase, a a-cetoglutamato desidrogenase, ou a aconitase,
resultando na diminui¢do dos niveis de NADH e FADH,. Esta podera ser uma
das hipodteses para o facto de se verificar diminuicdo do estado 3 em de ambos
0os complexos. Por outro lado, os complexos enzimaticos mitocondriais, em
particular o complexo |, possuem grupos ferro-enxofre que podem ser
oxidativamente modificados ou desactivados pela interacgdo com radicais
resultando, consequentemente, na reducdo da sua actividade e no

comprometimento da poténcia do estado 3. De facto, recentemente, Sun et al.
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(2010) observaram incrementos de stress oxidativo em mitocondrias hepaticas
de animais sujeitos a treino de endurance, sugerindo o decrescimo do estado 3
pela diminuicdo da actividade de alguns complexos enzimaticos da CTE, por
oxidacdo proteica mediada por radicais livres (Yen et al., 1996) ou por
peroxidacdo das moléculas de cardiolipina da membrana interna (Paradies et
al, 2002). Contudo, a diminuicdo significativa do estado 4 nos grupos NE HS e
HE em relacdo a NS, podera sugerir que o treino de endurance e a hipoxia
hipobarica intermitente aumentaram o acoplamento da membrana interna
mitocondrial, resultando numa menor permeabilidade a protdes, provavelmente
devido a um menor dano causado pelo strese oxidativo induzido a lipidos e/ou
proteinas da membrana (Choksi et al., 2004).

A possivel diminuicdo dos niveis de lesdo oxidativa mitocondrial hepatica
(particularmente em componentes associados a permeabilidade de membrana
a protées) no grupo NE, sujeitos a treino de endurance, podera ser
consequéncia do aumento, no figado, da GSH (Radak et al., 2004, Sun et al.,
2010) e de enzimas antioxidantes como a SOD (Silvia et al., 2009) e a CAT
(Kakarla et al., 2004), ou mesmo da diminuicdo da taxa de formacdo de ERO
(Radak et al. 2004). Por outro lado, é possivel equacionar a melhoria no
acopolamento da fosforilacdo oxidativa como resultado do aumento/
manutencdo da integridade de cardiolipina. A cardiolipina encontra-se
principalmente na membrana mitocondrial interna e tem um importante papel
na estrutura e fungdo da mitocondria (Hoch, 1992). A cardiolipina interage com
varias proteinas da membrana interna mitocondrial, tendo um papel central na
manutencdo de suas actividades. De todas as proteinas destacamos o
citocromo c, o translocador ADP/ATP (ANT), o translocador de Pi e o complexo
ATP-sintetase. Além disso, a cardiolipina parece exercer um papel central no
controle da permeabilidade da membrana mitocondrial interna a pequenas
moléculas, bem como na manutencdo do gradiente de protbes (Hoch, 1988;
Shidoji et al., 1999; Hauff & Hatch, 2006). De facto o aumento do acoplamento
da membrana interna mitocondrial pode ser devido a varias causas, incluindo: o
aumento de acoplamento intrinseco de alguns complexos da CTE; preservacao

ou aumento do conteudo de componentes da membrana interna, como a
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cardiolipina; ou possivelmente alterando as propriedades fisico-quimicas da
membrana, tais como indices insaturados ou outras caracteristicas de
composicdo. De facto, foi observado que o treino de endurance diminuiu as
gorduras monoinsaturadas e aumenta as gorduras poliinsaturados em
mitocondrias hepaticas (Quiles, Huertas et al. 2001).

Apoiando-nos em estudos que pretenderam analisar os efeitos
cardioprotectores da hipoxia hipobarica intermitente, podemos associar um
maior acoplamento membranar, nos grupos sujeitos a este estimulo, a um
aumento da capaxidade antioxidante (Zhu et al., 2004; Kolar et al., 2006) e a
um aumento da superexpressdo de HSP70 (Zhong et al., 2000; Ding et al.,
2005). Alguns autores tém demostrado que esta sobreexpressao se encontra
associada ao aumento da funcionalidade mitocondrial, incluindo o consumo de
O,, a actividade dos complexos da CTE e a diminuicdo da apoptose (Sammut
& Harrison, 2003; Sammut et al., 2001).

Contudo, temos de ressalvar que um excessivo acoplamento da
membrana interna podera nao beneficiar a funcionalidade mitocondrial, visto
gue segundo alguns autores (Miwa & Brand 2003; Garvey, 2003; Brookes,
2005) uma ligeira dissipacéo do gradiente de protdes tem-se revelado benéfica
para a funcdo mitocondrial pela diminuicdo da producéo de ERO, preservando
assim os componentes da matriz mitocondrial, tais como mDNA, componentes
da CTE e outras moléculas susceptiveis a interac¢cdo com ERO.

Em relacdo ao RCR, parametro associado a funcionalidade e integridade
mitocondrial, os resultados do nosso estudo ndo demostram diferencas
significativas entre os quatro grupos. Efectivamente, esta auséncia de
diferencas resulta de uma diminuicdo proporcional dos estados 3 e 4, para
ambos os substratos utilizados. No entanto, é também importante referir que
valores elevados de RCR ilustram uma funcionalidade intacta das mitocondrias,
com uma boa ligacéo entre o consumo de O; e a producéo de ATP (Tonkonogi
et al., 2000).

As alteracbes descritas nos parametros da actividade respiratéria
mitocondrial foram acompanhadas pela reducdo da lag phase, usando

glutamato-malato e succinato (quadro 3). A lag phase é um indicador que
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reflecte a capacidade mitocondrial de repolarizar rapidamente apés a adicao de
ADP. Neste parametro o grupo HE destacou-se, quer no complexo |, quer no
complexo Il. Os efeitos em simultaneo do treino de endurance e da hipdxia
hipobarica intermitente parecem diminuir o tempo necessario para restabelecer
o Ay dissipado apdés a adicdo e consequente fosforilagio do ADP das
mitocondrias hepaticas. A lag phase do grupo HE é inferior no complexo |,
relativamente a todos o0s restantes grupos, enquanto no complexo Il, esta
diferenca é significativa para aos grupos HS e NE, revelando deste modo o
efeito adicional que ambos os estimulos produzem em simultaneo.

O estudo complementar do Ay parece ser imprescindivel para uma
andlise integrada da fungdo mitocondrial, uma vez que reflecte as relages
energéticas basicas na manutencdo da homeostasia celular. Segundo os
resultados obtidos (quadro 3), o treino de endurance e a hipoxia hipobarica
intermitente ndo afectaram o Ay maximo usando como substratos succinato e
glutamato-malato, nem as flutuacdes associadas ao ciclo fosforilativo. A analise
do Ay maximo é fundamental para percebermos a eficiéncia do ciclo
fosforilativo, sendo que neste caso, nenhum dos grupos registou um Ay
maximo inferior a 200mV, e como tal, dificilmente a bioenergética mitocondrial

dependente de Ay seria comprometida (Nadtochiy et al., 2006).

6.3 — O efeito do treino de endurance e da hipoxia hipobarica

intermitente em mitocondrias hepaticas sujeitas a salicilato

O salicilato é um metabolito activo com propriedades analgésicas,
antipiréticas e anti-inflamatoérias a curto prazo, aliviando a dor, diminuindo a
febre e a inflamacdo e prevenindo a formacdo de coagulos na corrente
sanguinea. Porém sao cada vez mais evidentes as lesdes que este farmaco
acarreta ao nivel das mitocondrias hepaticas.

A concentracdo de salicilato utilizada no presente estudo (0,5 mM), é
damesma ordem de magnitude da verificada no citosol de células
hepaticas apds terapia com aspirina (Flower et al., 1985; Trost & Lemansters,
1997).
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No nosso estudo, na presenca de salicilato, a taxa respiratéria do estado
4 foi superior em todos os grupos e para ambos os substratos (fig. 5), quando
comparado com o mesmo parametro na auséncia deste farmaco, vindo deste
modo ao encontro da literatura que aponta o salicilato como sendo um
desacoplador da membrana mitocondrial (Martens & Lee, 1984; Tosgard &
Getz, 1995; Segalman & Lee, 1995; Petrescu & Tarba, 1997), aumentando a
fuga de protbes. Esta mudancga na permeabilidade mitocondrial resultou numa
ligeira diminuicdo do Ay méaximo, apos adicéo de salicilato, sendo de pressupor
que a producdo de ATP foi afectada, tal como nos estudos de Doi & Horie
(2010) e Nulton-Presson et al. (2004). Adicionalmente, estes Ultimos alegam
que os declinios da sintese de ATP poderdo também ser consequéncia da
inibicdo da enzima a-cetoglutarato desidrogenase por parte do farmaco.

Na presenca de salicilato, utilizando glutamato-malato para energizar o
complexo |, podemos verificar que todos os grupos possuem um estado 4
significativamente inferior ao grupo de controlo (NS) (fig. 5). Estes resultados
parecem indicar que o treino de endurance e a hipoxia hipobarica intermitente
possuem efeitos protectores contra a toxicidade hepatica do salicilato. E ainda
visivel uma clara reducdo do consumo de O, quando a mitocéndria é
energizada com sucinato, por parte dos grupos NE HS e HE em relagédo ao
grupo NS. Contudo, estas diferencas ndo sdo estatisticamente significativas
devido aos elevados erros padrées da média observados. O grupo HE, quando
energizado com glutamato-malato, possui um aumento significativo do
consumo de O, relativamente ao grupo HS, fazendo pressupor que o exercicio
de endurance retrocede o efeito acoplador que a hipoxia hipobérica
intermitente confere. Contudo, o facto de o grupo HE, quando energizado com
sucinato possuir o menor consumo de O, contraria este resultado,
demostrando que podera existir um efeito benéfico na conjugacéo do treino de
endurance e da hipdxia hipobérica intermitente, traduzindo-se num melhor
acoplamento mitocondrial.

Na presenca de salicilato, a lag phase aumentou em todos 0s grupos
comparativamente com a condicdo de auséncia de salicilato no meio de

reaccdo. Como podemos observar no quadro 4, o grupo NS é o que apresenta
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maior lag phase, verificando-se diferencas estatisticamente significativas entre
este grupo (NS) e os restantes. Ou seja, 0s animais submetidos ao protocolo
de treino de endurance e de hipoxia hipobarica intermitente, isoladamente ou
combinadamente, apresentam um menor tempo para restabelecimento do Ay,
logo sdo mais eficazes a fosforilar o ADP na presenca do farmaco. De realcar o
facto dos grupos submetidos ao protocolo de hipoxia hipobarica intermitente
apresentarem uma lag phase significativamente inferior quando comparados
com 0s grupos normoxia, destacando-se a relacdo entre HE-NE, que sugere
gue a hipoxia hipobarica intermitente possui um efeito protector aditivo sobre o
treino de endurance, que por si s6 é igualmente protector contra a toxicidade
hepatica.

O desacoplamento mitocondrial pode ser induzido pela deplecdo do
MDNA que o farmaco induz, levando com isso a reducdo da sintese de
polipeptideos da CTE, prejudicando a sua actividade, e consequente geracao
de ERO (Fromenty & Pessayre, 1995; Labbe et al., 2008; Pessayre et al.,
2010). A sobreexpressdo de ERO induzida pelo salicilato tem um impacto
directo sobre a oxidacdo das membranas fosfolipidicas das mitocéndrias,
ficando comprometidas as propriedades de impermeabilidade da membrana
interna, a manutencdo do potencial e a capacidade de tamponamento
mitocondrial ao Ca®*, induzindo a abertura do PPTM (Battaglia et al., 2005).
Assim sendo, visto haver sugestdes que o treino de endurance aumenta a
expressdo de enzimas antioxidantes em mitocdndrias hepéticas (Radak et al.,
2004; Kakarla et al., 2004; Silvia et al., 2009; Sun et al., 2010), este podera ser
um dos principais mecanismos que justifiguem a proteccéo contra a toxicidade
hepéatica que o treino de endurance e a hip6xia hipobérica intermitente
conferiram no presente estudo.

Diversos autores defendem que os farmacos (Labbe et al.,, 2008;
Pessayre et al., 2008; Begriche et al., 2011) e especificamente o salicilato
(Biban et al., 1995; Trost & Lemasters, 1997; Al Nasser, 1999; Oh et al. 2003;
Battaglia et al., 2005) induzem a abertura do PPTM. Tem sido descrito que uma
das caracteristicas do PPTM, ap0s perda do Ay, se prende com o aumento da

amplitude de swelling induzido pelo Ca®*, na presenca de fosfato (Gunter et al.,
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2000). No presente estudo, a adicdo de Ca®* as mitocondrias causou um
decréscimo acentuado da absorvéancia, tipico do swelling mitocondrial induzido
pela abertura do PPTM no figado.

Segundo Bataglia et al. (2005), a abertura do PPTM na presenca de
salicilato ocorre devido ao aumento do consumo de O,, a gerac¢cao de, a
oxidac&o dos grupos tiois, dos nucleotidos de piridina e da GSH observada na
presenca de Ca**. Com a abertura do PPTM, o Ay entra em colapso, ocorre
um aumento no fluxo de electrbes ao longo da CTE de modo a recuperar o Ay,
resultando, por sua vez, num aumento no consumo de O, e,
consequentemente, um aumento da producdo de ERO pela CTE, oxidando
cada vez mais as membrana mitocondriais. A perda de integridade da
membrana externa mitocondrial permitira, possivelmente, a libertacdo de
proteinas pré-apoptéticas do espaco intermembranar para o citosol, podendo
activar a via intrinseca da apoptose com origem mitocondrial (Susin et al.,
1996).

Ha uma tendéncia expressiva para que na presenca de salicilato o tempo
até ao atingimento da velocidade maxima de swelling seja menor, a amplitude
de swelling seja maior, assim como a taxa média de swelling seja superior
relativamente aos ensaios efectuados na auséncia de salicilato, corroborando
com autores que afirmam que o salicilato induz a abertura do PPTM (Bataglia
et al., 2005).

Quando comparamos os efeitos protectores do treino de endurance e da
hipoxia hipobarica relativamente a abertura do PPTM, verificamos que n&o
existem diferencas significativas entre os diferentes grupos, nos parametros de
swelling analisados, provavelmente, segundo a nossa interpretacéo, devido as
variacbes diarias na preparagdo do isolamento mitocondrial, podendo ter
influénciado a capacidade de carga para a mesma quantidade de adicdo de
Ca?*. Contudo, é de destacar que os grupos NE, HS e HE, conseguem manter
uma velocidade maxima de swelling, na presenca de salicilato, semelhante a
verificada quando este estimulo deletério ndo é aplicado. Estes resultados
contrastam com o0 expressivo declineo deste par&metro no grupo NS,

pressupondo, que o treino de endurance e a hipdxia hipobérica intermitente
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conferem as mitocondrias hepaticas proteccdo contra a abertura do PPTM,
quando estas séo sujeitas a salicilato, um estimulo caracterizado por estimular
a abertura do PPTM. Sendo sugerido mais estudos para a melhor
compreencao dos efeitos do treino de endurance e da HHI em resposta a
inducdo do PPTM.
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7 — Conclusdes

O presente trabalho fornece conhecimento adicional sobre os efeitos do
treino de endurance e da hipoxia hipobarica intermitente (HHI) na bioenergética
mitocondrial do figado, na presenca e na auséncia de salicilato.

Os resultados obtidos parecem mostrar que o programa de treino de
endurance assim como a hipoxia hipobarica intermitente induzem algumas
melhorias na capacidade do sistema fosforilativo das mitocdndrias hepaticas,
observavel através do consumo de O, bem como em alguns parametros
relacionados com o Ay, na presenca e auséncia de salicilato, revelando serem
efeitos protectores contra a toxicidade hepatica induzida por este farmaco.

Apesar do treino de endurance e a HHI, em conjunto ou separadamente,
revelarem tais resultados em relacdo ao grupo de controlo, os efeitos aditivos
de ambos os estimulos ndo foram evidentes. Este efeito foi observado aquando
da recuperacdo do Ay apos adicdo de ADP, quer na presenca e auséncia de

salicilato.
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