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Resumo

A pratica regular de exercicio fisico tem um impacto positivo na saude humana. A
prescricdo correta de exercicio permite um alargamento da limitacdo funcional do organismo,
havendo assim uma modulacdo da homeostase de forma a proporcionar uma adaptacdo a esta
atividade. O envelhecimento parece provocar o efeito contrario. Desta forma, o treino pode
funcionar como uma pratica que atua de forma preventiva sobre os danos associados a este
processo, e assim provocar uma diminuicdo do aparecimento de doencas relacionadas com o
envelhecimento.

Até a data nenhum estudo avaliou as alteracGes adaptativas hepéticas provocadas pelo
treino ao longo da vida e se este podera prevenir algumas das consequéncias do envelhecimento.
Além disso, a grande maioria dos estudos neste campo sdo realizados no musculo esquelético,
no entanto, tendo em conta o papel importante do figado na demanda energética requerida por
esta atividade, é imperativo perceber como é que este 6rgao se comporta.

Este estudo pretende avaliar a funcdo mitocondrial e antioxidante, ao nivel hepético, em
resposta a um plano de exercicio fisico até a meia idade. Para tal, foram utilizadas amostras de
figado de 28 ratos Wistar Unilever, do sexo masculino distribuidos aleatoriamente em dois
grupos: ndo exercitados ou exercitados, submetidos a um plano de exercicio, de corrida em
treadmill (5dias/semana, 60min/dia a uma intensidade correspondente a 70% da velocidade
méaxima definida no inicio de cada més através da realizacdo de um teste de esforco), durante
24 ou 54 semanas. Avaliou-se a funcdo hepética através da andlise de alguns marcadores
bioquimicos. A analise de alguns marcadores do stresse oxidativo e das principais enzimas
antioxidantes permitiu a avaliagdo da fungdo antioxidante. Por fim, foi ainda avaliada a funcdo
mitocondrial hepatica.

Os biomarcadores séricos avaliados ndo mostraram qualquer dano hepatico. Os
marcadores do stresse oxidativo mostraram que 0s animais que praticaram exercicio até uma
idade jovem sofreram dano oxidativo, o que se refletiu num aumento da peroxidacdo lipidica e
numa ligeira diminuicdo da razdo GSH/GSSG, comparativamente aos animais praticaram
exercicio até a meia idade.

Algumas das enzimas antioxidantes (CAT, GR, GPx) apresentaram uma diminuicéo de
atividade com a idade, enquanto a SOD e a GST ndo se mostraram alteradas. O plano de
exercicio levou a um aumento da expressdo da SOD e CAT, enquanto que a GPx, GST e GR

mostraram uma diminuig&o.



O processo de envelhecimento provocou uma diminuic¢do da atividade da citrato sintase,
porém o treino conseguiu reverter esta tendéncia. A atividade dos complexos pertencentes a
cadeia transportadora de eletrées (complexo I, 11, V) mostrou que o complexo | responde de
forma distinta do complexo Il e IV, face ao processo de envelhecimento e ao treino. A
velocidade de respiragéo, em estado 4, mostrou um aumento com o envelhecimento, sendo esta
tendéncia revertida com o treino.

Estes resultados confirmam que a prética de exercicio fisico ao longo da vida podera
melhorar a fungcdo mitocondrial e antioxidante ao nivel hepatico, sendo o tempo de treino
essencial para esta melhoria.

O treino ao longo da vida poderd prevenir algumas das consequéncias do
envelhecimento associadas a funcdo mitocondrial e ao dano oxidativo, podendo ser um

importante contributo para a prevencao de algumas patologias associadas ao aumento da idade.

Palavras-chave: Bioguimica, exercicio fisico, mitocondria, stresse oxidativo, bioenergética
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Abstract

The active and regular practice of physical exercise has a positive impact on human
healthy. A correct prescription of exercise allows an extension of the functional limitation of
the organism, producing a modulation of the homeostasis because of the adaptation to this
practice. The aging process seem to have the opposite effect. In this way, physical exercise can
work preventively on the damages associated with this process and thus cause a decrease in the
appearance of age-related diseases.

To our knowledge, no studies have fully evaluated the hepatic adaptive alterations cause
by physical exercise practiced throughout life and if it can prevent age related damage.
Moreover, the vast majority of the studies in this field are performed on the skeletal muscle.
However, because of the important role of the liver in the energetic demand required by this
activity, it’s imperative to understand the behaviour of this organ.

This study aims to determine if the exercise plan performed during the lifetime and the
aging process are capable to promote hepatic physiological changes both in antioxidant and
mitochondrial system. Liver samples from 28 male Wistar rats were randomly distributed into
two groups: non-exercised or exercised, submitted to a treadmill exercise program (5 days /
week, 60 minutes / day at an intensity of 70% of the maximum speed defined at the beginning
of each month by performing a stress test) for 24 or 54 weeks. Hepatic function was evaluated
by the variation of biochemical markers. Evaluation of oxidative stress markers and activity of
antioxidant enzymes allowed the evaluation of the antioxidant function. Mitochondrial function
was also evaluated.

Clinical biomarkers of liver damage showed no liver injury. Oxidative stress biomarkers
showed that animals that practice exercise until a young age suffer oxidative stress which was
reflected in an increase in lipid peroxidation and a decrease in the ratio GSH/GSSG, contrarily
to animals that practice exercise until the middle age.

Some of the antioxidant enzymes (CAT, GR, GPx) showed a decrease of activity with
age, whereas SOD and GST showed no alterations. The training performed caused an increase
in the first line defence antioxidants (SOD and CAT), while GPx, GST and GR shows a slight
but significant decrease.

The aging process resulted in a decrease activity of citrate synthase, however, the
training reverted this situation. The activity of complexes of mitochondrial electron transport

chain (complex I, 11, 1V) showed that complex | responds differently from complex Il and IV,
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to the aging process and physical exercise. Respiratory rate in state 4, has suffered an increase
with the aging process, however, the exercise was able of reverted this situation.

These results confirm that physical exercise practiced throughout life seems capable of
improve the mitochondrial and antioxidant function. In fact, the duration of training proves to
be essential for the improvement observed.

The life time practice of exercise is capable of the prevent some of the consequences
caused by the aging process. This confirms that this practice can be helpful to prevent some of

the age-related diseases.

Keywords: Biochemistry, physical exercise, mitochondria, oxidative stress, bioenergetics
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. Introducao
1.1. Mitocondria

A mitocdndria desempenha um papel central na bioenergética celular, sendo por isso
indispensavel para a sobrevivéncia da maioria das células eucariotas. E altamente dinamica e
mutavel face a estimulos externos, de forma a garantir as exigéncias necessarias para a funcéo
celular em situagBes distintas. E composta por cinco “compartimentos” distintos que possuem
fungdes especializadas: a membrana mitocondrial externa, o espaco intermembranar, a
membrana mitocondrial interna, formando cristas (invaginacbes da membrana interna), e a
matriz mitocondrial (Handy e Loscalzo, 2012; Bishop et al., 2014; Sanz, 2016).

Este organelo é responsavel pela formagéo de cerca de 90% da energia necessaria para
a manutencao das funcgdes celulares, ou seja, 0 ATP. A producdo de ATP ocorre ao nivel da
membrana mitocondrial interna (ATP sintase), fazendo parte do processo de respiracédo aerobia.
Este ¢ dependente do acoplamento de dois sistemas “independentes”: o transporte de eletrdes
pela cadeia transportadora de eletroes (CTE) e a fosforilagdo do ADP (Bresciani et al., 2015;
Berry et al., 2018).

A CTE compreende 4 complexos respiratorios (complexos I a IV: I — NADH
desidrogenase; Il — succinato desidrogenase; Il — citocromo ¢ redutase; IV — citocromo ¢
oxidase), responsaveis pelo transporte de eletrdes até ao oxigénio molecular, o aceitador final
de eletrfes desta cadeia. Estes complexos catalisam a oxidagdo do NADH (complexo 1) e
FADH: (complexo I1), provenientes principalmente do ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA#),
ocorrendo neste processo uma transferéncia de eletrGes para um transportador moével, a
ubiquinona. Este transportador sera responsavel pela transferéncia dos eletres até ao complexo
I1l. Posteriormente, os eletrfes serdo transportados para um outro transportador mdvel, o
citocromo c. Esta cadeia de transferéncia termina com a aceitacao destes eletrdes pelo oxigénio
molecular, reacdo catalisada pelo complexo IV (figura 1) (Bishop et al., 2014; Berry et al.,
2018).

Durante a transferéncia de eletrfes pela CTE ocorre, paralelamente, um bombeamento
de protbes da matriz mitocondrial para o espaco intermembranar, levando a formacdo de um
gradiente eletroquimico. Consequentemente, ocorre uma alteragdo do potencial de membrana,
devido a acumulagdo dessas cargas positivas. Estas servirdo como forgca motriz necessaria para
que ocorra a fosforilagdo do ADP, ao nivel da ATP sintase. O retorno dos protes a matriz
mitocondrial ¢ mediado pelo complexo FoF1 — ATP sintase, muitas vezes referido como
complexo V (Labbé et al., 2014; Berry et al., 2018).
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Desta forma, a criagdo do gradiente eletroquimico, conhecido como forga protomotriz é
o responsavel pela existéncia do acoplamento entre as reacfes que fazem parte da fosforilacdo

oxidativa, ou seja, a CTE e a fosforilacdo do ADP (Berry et al., 2018).

OMM
.
.
2H Espaco
* intermembranar
\ '
1 1
IMM
! ATP
: /,'\4 sintase
NADH NAD® Succinato Fumarato Citocromoc *Q:*2H' o
redutase Citocromo ¢ :
. oxidase ADP + R
NADH Succinato 1
desidrogenase  desidrogenase 4:{,,

Matriz
mitocondrial

Figura 1 - Cadeia transportadora de eletrdes. Representacdo esquematica da transferéncia de eletrdes, e consequente
bombeamento de protbes, ocorrente ao nivel dos diferentes complexos mitocondriais. (IMM — Membrana mitocondrial
interna; OMM — Membrana mitocondrial externa; UBQ — ubiquinona; Cyt ¢ — citocromo c¢) (adaptado de Dorn (2015)).

A mitocodndria, para aléem da producdo de energia, possui uma série de funcbes
igualmente importantes e indispensaveis ao normal funcionamento celular. A regulacdo da
homeostase intracelular de Ca?*, sinalizagdo redox, B-oxidacdo e sintese de macromoléculas
essenciais, como é o caso dos nucledtidos de pirimidinas, agregados Fe-S e grupo hemo, sdo
algumas dessas funcdes. Para além disto, as mitocdndrias desempenham ainda um papel
fundamental na iniciacdo do processo de apoptose. Assim, possuem um papel essencial tanto
na sobrevivéncia como na morte celular, sendo por isso consideradas os “gatekeepers of life

and death” (Bresciani et al., 2015; Sanz, 2016).
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1.1.1. Stresse oxidativo

O oxigénio é essencial para a sobrevivéncia dos diferentes seres eucariotas. Apesar de
ser essencial, paradoxalmente, pode acarretar alguns danos nos organismos, danos estes
provocados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS), subprodutos resultantes do metabolismo
aerobio. Apesar de serem considerados subprodutos, e por norma serem associadas apenas ao
dano oxidativo, uma falha na producdo destas espécies oxidantes esta associada a uma
diminuicdo de determinados processos de sinalizacdo envolvidos em fendmenos de diviséo,
proliferacéo celular e apoptose (Ye et al., 2015).

Desta forma, é plausivel dizer que as ROS tém quer efeitos positivos quer efeitos
negativos. Estes efeitos irdo depender da quantidade de ROS, do seu local de producédo e do
estado em que a célula se encontra. O tipo de ROS produzidas também pode influenciar, tendo
em conta a diferente reatividade apresentada por estas espécies (Sanz, 2016).

A definicdo exata do conceito de stresse oxidativo é um desafio e tem sofrido varias
alteracdes ao longo dos anos. Foi primeiramente definido por Sies (1985) como “a disturbance
in the pro-oxidant-antioxidant balance in favor of the former”, definicdo que foi aceite durante
alguns anos. No entanto, com a evolugdo da “biologia redox”, esta defini¢do foi sendo
modificada. Em 2007, Sies e Jones redefeniram o stresse oxidativo como “an imbalance
between oxidants and antioxidants in favor of the oxidants, leading to a disruption of redox
signaling and control and/or molecular damage”, sendo esta a definicéo aceite até a data (Sies
etal., 2017).

Assim, os estados de stresse oxidativo sdo consequéncia da existéncia dum desequilibrio
entre espécies pro-oxidantes e antioxidantes, provocado por um aumento da producdo de ROS
acompanhado por uma diminuicdo das defesas antioxidantes (Pisoschi e Pop, 2015).

No entanto, nem sempre estes estados resultam em dano oxidativo. Quando em estados
de stresse oxidativo moderados, a célula tem a capacidade de bloguear alguns processos do seu
metabolismo e desenvolve respostas de forma a prevenir ou neutralizar os efeitos negativos das
ROS. Uma das respostas € a ativacdo de genes de enzimas antioxidantes estimulando a
expressao desta defesa antioxidante, combatendo assim o excesso de espécies reativas. O NF-
kB € um dos fatores que ¢ mais sensivel ao estado redox celular, e como tal estd diretamente
envolvido nessa resposta. Esta € uma resposta positiva do organismo, podendo estar na base de
um processo adaptativo a este estado oxidante (Gil del Valle, 2011; Birben et al., 2012).

No caso de existir um aumento persistente do desequilibrio redox, as ROS em excesso

acabardo por oxidar biomoleculas como DNA, lipidos e proteinas. Para além disso, podem

5|
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afetar o funcionamento de alguns organelos, como € o caso da mitocdndria. Os danos que
ocorrem a este nivel podem ir desde a disrup¢do da CTE até a mutacbes ao nivel do DNA
mitocondrial, levando consequentemente a disfuncéo mitocondrial (Gil del Valle, 2011; Che et
al., 2016).

1.1.2. Espécies reativas de oxigénio: formacao e eliminacgéo
As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas partindo do oxigénio molecular e
resultam do metabolismo aerdbio celular, tal como é mostrado na figura 2. Estas podem ser

divididas em 2 grupos: radicais e ndo-radicais (Birben et al., 2012).

4e
_ +
O e [H H
2
c »0, —° , HO, —° , HO "+ OH
Radical 2H Peroéxido de Radical
superdxido Hidrogénio hidroxilo

Figura 2 - Formacéo das principais ROS via reducéo do oxigenio molecular (adaptado de Lushchak (2014)).

O principal e mais abundante radical produzido a nivel celular é o radical anido
superoxido (O27), resultante da reducdo univalente do oxigénio molecular (Ye et al., 2015).
Este radical é rapidamente convertido em perdéxido de hidrogénio (H20.), reacdo que pode
ocorrer espontaneamente ou ser catalisada enzimaticamente pela superéxido dismutase (SOD)
(Equacdo 1) (Lushchak, 2014).

202"+ H* e H.02+ 02 (1)

O H202 ndo é um radical livre, no entanto, é fisiologicamente mais ativo que o ido
superoxido, tendo em conta que a sua estabilidade permite-Ihe atingir uma série de alvos a nivel
celular. Esta carateristica torna-o um bom sinalizador celular (Handy e Loscalzo, 2012).

Esta espécie pode levar a formagdo de radicais extremamente reativos, como o radical
hidroxilo, através da reacdo com ides metalicos, como o ferro e o cobre, através das reagdes de

Fenton (Equacéo 2 e 3). O radical hidroxilo é tido como a ROS com um maior poder oxidante,
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ndo existindo qualquer mecanismo celular especifico para o eliminar (Pisoschi e Pop, 2015; Ye
etal., 2015).

Fe?* + H02 — Fe* + HO- + OH™ (2)

Fe®" + H,0, — Fe?* + HOO: + H* (3)

A mitocdndria é apontada como um dos principais locais de producdo de ROS,
principalmente do ido superdxido, devido a fuga de eletrdes que ocorre ao nivel da CTE.
Atualmente, estima-se que cerca de 0,15% do oxigénio utilizado a nivel mitocondrial podera
originar especies reativas, contrariamente a ideia classica de que estes valores percentuais
rondariam os 2% a 5% (Brand, 2010).

Em teoria, a producdo de ROS pode ocorrer ao longo de toda a CTE, no entanto apenas
o complexo | e Il sdo apontados como os principais locais de producédo, sendo o complexo I,
segundo alguns autores, aquele que desempenha um papel mais relevante na producdo destas
espécies (Brand, 2010; Zorov et al., 2014).

Para além da mitocéndria existem outros locais, a nivel celular, onde ocorre a produgéo
de ROS. No geral, a producdo destas moléculas ocorre maioritariamente a 4 niveis (figura 3):
atividade de enzimas como as NADPH oxidases (NOX), xantina oxidase, 6xido nitrico sintase
(NOS), citocromo P450, séo alguns dos processos que tém como consequéncia a producéo de
espécies reativas (figura 3). Os peroxissomas também foram identificados como uma das fontes
de produgéo de ROS, principalmente de H>O. (Pisoschi e Pop, 2015; Ye et al., 2015; Che et
al., 2016).

OH +HO
Respiracéo

Aerdbia
Fe?/Fe*

SOD CAT

02 > > 0, — HO, —— H0+%0,

GPx
2H,0
/\
2 GSH GSSG

®__“

GR

Figura 3 - Fontes enddgenas de producéo de ROS e principais defesas antioxidantes enzimaticas (adaptado de
Bresciani et al., (2015)).
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Para a manutencdo do equilibrio redox celular a quantidade de espécies reativas deve
ser devidamente controlada, ndo sé a nivel da sua produ¢do como também da sua eliminacéo,
de forma a evitar danos oxidativos, sendo os diferentes sistemas antioxidantes, presentes nos
organismos, 0s responsaveis por esse papel (Lushchak, 2014; Ye et al., 2015; Che et al., 2016).

Os sistemas antioxidantes podem ser classificados com base em diferentes critérios. Na
maioria das vezes sdo divididos em duas categorias: antioxidantes enzimaticos e antioxidantes
ndo enzimaticos. Em ambos os casos tém a capacidade de prevenir ou eliminar as ROS, mas
por mecanismos distintos (Pisoschi e Pop, 2015). Os sistemas enzimaticos compreendem
enzimas que tém a capacidade de neutralizar a acdo de espécies reativas. Entre estas encontram-
se, por exemplo, a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPx). Nos mamiferos, a SOD ¢é considerada a primeira e principal linha de defesa antioxidante
(Yeetal., 2015; Galadari et al., 2017).

O H202 é um produto resultante da atividade da SOD. O mecanismo primario para
eliminacdo desta espécie é catalisado pela glutationa peroxidase (Equacdo 4) e pela catalase

(Equacdo 5), esta ultima presente maioritariamente a nivel dos peroxissomas (Lushchak, 2014).
GP
H202+ 2 GSH — 2 H0 +2 GSSG (4)

2 H:0; 5 2 H,0 + 0, (5)

A glutationa é um tripéptideo de baixo peso molecular que possui atividade
antioxidante. Ao nivel celular, cerca de 90% desta molécula encontra-se, ao nivel celular, na
sua forma reduzida. Esta desempenha um papel de elevada importancia no controlo redox da
célula, uma vez que € o principal antioxidante enddgeno ndo enzimatico existente a nivel
celular. Tendo em conta a necessidade desta molécula, 0 GSSG tem que voltar a ser reduzido a
GSH pela acdo da glutationa redutase (GR) (Equacéo 6) (Lu, 2013; Lushchak, 2014).

GSSG + NADPH -5 2GSH + NADP* (6)
E de notar que, para além de antioxidante, a GSH também tem um papel na eliminac&o
de compostos téxicos das células. Esta é conjugada com xenobi6ticos de forma a que estes
sejam mais facilmente excretados. A glutationa-S-transferase é a enzima responsavel pela

catélise de algumas dessas reacdes (Equacgdo 7) (Ye et al., 2015).
GST
GSH + X-R — GS-X +RH (7)
A GSH, ainda que seja 0 mais importante antioxidante ndo enzimético, ndo € o Unico.

Os sistemas de defesa antioxidante podem ser enddgenos, dos quais fazem parte proteinas como

a ferritina, transferrina e albumina e ainda algumas moléculas de baixo peso molecular, como
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€ 0 caso do acido Urico e da coenzima Q10, mas podem também ser exdgenos, sendo estes
provenientes da dieta, como é o caso de algumas vitaminas, como a vitamina C e E (Pisoschi e
Pop, 2015).

1.1.3. Envelhecimento e patologias: a contribuicédo do stresse oxidativo

O envelhecimento € caraterizado pelo normal e progressivo declinio de variadas fun¢Ges
que, consequentemente, levam a uma diminui¢cdo da capacidade de resposta de todo o
organismo a estimulos enddgenos ou exogenos (Schmucker, 2005).

Os sistemas antioxidantes e mecanismos de reparacdo celulares nem sempre sdo
eficientes a neutralizar as consequéncias provocadas pelas ROS produzidas durante o normal
metabolismo. Os danos oxidativos ao nivel de biomoléculas sdo observaveis em individuos
saudaveis, sob condicdes fisioldgicas normais, o que corrobora esta ideia. A acumulacéo destes
danos ao longo da vida pode levar a uma falha da maquinaria celular responsavel pela
manutencdo da homeostase, o que ird originar ainda mais danos a varios niveis. Esta cascata de
eventos é associada ao processo de envelhecimento (Gil del Valle, 2011; Cui et al., 2012). E
neste principio que assenta uma das mais bem aceites teorias do envelhecimento, a teoria dos
radicais livres. Esta foi proposta por Harman (1956), tendo sido, anos mais tarde, reformulada
como a teoria do stresse oxidativo para o envelhecimento. Nesta Gltima teoria, é proposto que
0 dano oxidativo ocorre a nivel mitocondrial, principalmente ao nivel do DNA mitocondrial
(mtDNA) e tem um papel central no envelhecimento (Harman, 1972; Cui et al., 2012).

Esta teoria oferece o melhor mecanismo de elucidacdo do processo de envelhecimento
assim como de outros fendmenos relacionados com a idade, como € o caso das doencas
dependentes deste processo. No entanto, nenhuma das teorias existentes consegue elucidar
todos 0s mecanismos moleculares do envelhecimento, uma vez que se trata dum processo
multifatorial, ndo dependendo apenas de uma Unica disfuncdo molecular, mas sim de um
conjunto de disfuncGes a varios niveis (Gil del Valle, 2011; Cui et al., 2012; Liguori et al.,
2018).

Evidéncias, quer epidemioldgicas quer etioldgicas, recolhidas ao longo dos Gltimos anos
mostram que o stresse oxidativo tem um papel crucial no desenvolvimento de uma série de
patologias como, por exemplo, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares, cujo
desenvolvimento esta associado ao envelhecimento. Assim, o aparecimento destas patologias,
associadas ao aumento da idade, pode estar relacionado com os estados de stresse oxidativo

existentes (Liguori et al., 2018).
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A reducéo da quantidade de moléculas oxidadas que se acumulam durante o processo
de envelhecimento tem sido uma das estratégias usadas para o atenuar e, desta forma, prevenir
determinadas patologias. As terapias baseadas na administracdo de antioxidantes e a restricao
caldrica tém sido as principais abordagens para cumprir tal objetivo (Radak et al., 2008; Liguori
etal., 2018).

A prética de exercicio tem despertado cada vez mais interesse, uma vez que este tem
mostrado efeitos bastante positivos na atenuacéo de algumas das consequéncias do processo de
envelhecimento e, consequentemente, podera ser uma solucdo para prevenir algumas doencas
relacionadas com este processo. Tal levou a que existisse um aumento exponencial de estudos
nesta area de forma a elucidar quais 0s mecanismos bioquimicos que estdo subjacentes a tais
efeitos (Radak et al., 2013; Liguori et al., 2018).

1.2. Exercicio fisico

A atividade fisica e exercicio fisico estdo associados a um estilo de vida saudavel e a
uma melhoria da satde no geral. Apesar destes dois termos serem muitas das vezes utilizados
como sindnimos, sdo conceitos distintos. A atividade fisica é definida como qualquer
movimento da musculatura esquelética que envolve o gasto de energia, sendo incluidas, por
exemplo, as tarefas realizadas no dia-a-dia. Por sua vez, o exercicio fisico é definido como uma
atividade estruturada, planeada e repetitiva, sendo uma subcategoria da atividade fisica e tendo
como objetivo o melhoramento e/ou manutencdo da condicgdo fisica (Caspersen et al., 1985;
Mallo Ferrer, 2018).

A prética de exercicio permite um alargamento da limitacdo funcional do organismo,
havendo assim uma modulacdo da homeostase de forma a existir uma adaptacdo a esta
atividade. Fatores como a idade e o sedentarismo parecem provocar o efeito contrario. Desta
forma, o exercicio fisico pode funcionar como uma pratica que atua de forma preventiva sobre
os danos associados a estes fatores e assim provocar uma diminuicdo do aparecimento de
doencas relacionadas com os mesmos (figura 4) (Radak et al., 2013; Okudan e Belviranli,
2016).

10
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e—— > Limitagcao biologica

Condigoes
optimas

fisico

+ Limitacao Funcional

‘f

Figura 4 - Efeito do exercicio fisico na homeostase do organismo. A zona denominada limitacdo biol6gica
representa a capacidade méxima de cada individuo e ndo € um valor que pode sofrer alteracdes. Pelo contrério, a
zona denominada limitacéo funcional pode variar, aumentando ou diminuindo, conforme os fatores representados
(adaptado de Radak et al., (2013)).

Patologias como a obesidade, diabetes tipo I, doencas cardiovasculares, depressao,
ansiedade e alguns tipos de cancro, sdo algumas das patologias onde o exercicio fisico tem
vindo a mostrar um efeito positivo. Entre todas as doencas em que a pratica de exercicio parece
ser vantajosa é de destacar o efeito que esta atividade possui nas patologias que resultam dos
estados de stresse oxidativo associados ao envelhecimento (Radak et al., 2013).

Atualmente, segundo a OMS, para idades entre os 18-64 anos, é recomendada a pratica
de pelo menos 150 minutos/semana de exercicio fisico aerobio de intensidade moderada ou 75
minutos/semana de exercicio fisico aerébio de intensidade elevada ou ainda uma combinacédo
de ambas as hipéteses apresentadas. E de notar, que tais quantidades constituem apenas uma
recomendacdo (WHO, 2010).

Apesar destas recomendacfes, a obtencdo dos efeitos benéficos do exercicio ira
depender diretamente da condicdo fisica e fisiologia, da dieta e da idade do individuo em
questdo, logo a escolha do protocolo de exercicio a aplicar deve depender destes fatores. O
exercicio fisico que ultrapassa as capacidades de determinado individuo pode ser prejudicial a
salde, tal como é demonstrado por alguns estudos (Williams e Thompson, 2014; Armstrong et
al., 2015; Steinbacher e Eckl, 2015).

11
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Tabela | - Quantidade de exercicio realizado por semana e os diferentes beneficios para a salde que se podem
obter. Os efeitos benéficos podem variar para distintos individuos (adaptado de Powell et al., (2011)).

. . . ) Beneficios para a
Quantidade de atividade (volume e intensidade)

saude
Baseline Nenhum
<150 minutos/semana de exercicio intensidade moderada Algum
150-300 minutos/semana de exercicio intensidade moderada Substancial
>300 minutos/semana de exercicio intensidade moderada Adicional

Assim, € um desafio estabelecer os parametros exatos do exercicio, ou seja, a
intensidade, frequéncia e duracdo, associados a obtencdo dos beneficios desta pratica. Para além
disto, a complexidade dos diferentes tipos de exercicios, as diferentes vias estimuladas e
resultados obtidos nos diferentes estudos da &rea, como consequéncia dos diferentes e variados
protocolos, dificultam ainda mais esta tarefa. A resolucdo destes problemas, através da
descoberta da influéncia de cada parametro do exercicio e 0S mecanismos biogquimicos
envolvidos na adaptacdo a esta préatica, permitiria a prescricdo de uma dose exata de exercicio

adequada a cada individuo (Powell et al., 2011; Mallo Ferrer, 2018).

1.2.1  Parametros do exercicio: qual o protocolo de exercicio mais benéfico?

Os parametros referidos anteriormente sdo utilizados para definir os diferentes
protocolos de exercicio fisico. Algumas publicacBes parecem apoiar a intensidade como o
parametro do exercicio fisico cuja obtencdo dos efeitos benéficos é maioritariamente
dependente. Aparentemente, o aumento gradual da intensidade do exercicio esta associado ao
desencadeamento dos mecanismos adaptativos no organismo. No entanto, 0 maximo de
intensidade dum determinado exercicio ndo significa a obtencdo maximizada dos efeitos
benéficos, uma vez que ndo existe uma relacdo totalmente linear entre 0 aumento da intensidade
e efeitos benéficos. A falta de estudos onde os parametros do exercicio sdo contantes mas
associados a um aumento gradual da intensidade s@o escassos, 0 que faz com que nédo haja uma
certeza acerca do beneficio exato da intensidade (Radak et al., 2013; Parker et al., 2014;
Liguori et al., 2018).

A intensidade do exercicio fisico incide sobre a energia necessaria para a performance
da atividade, descrevendo assim a facilidade ou dificuldade com que a atividade € executada.
A energia quimica necessaria (ATP) pode ser obtida por dois mecanismos distintos: aerobio,
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onde a energia é obtida pela fosforilacdo oxidativa, e anaerébio onde a obtengdo de energia é
realizada através da fermentacéo lactica (Powell et al., 2011; Gomes et al., 2012).

Os diversos estudos publicados até a data mostram que o exercicio aerobio é aquele que
parece estar associado a potenciacdo dos efeitos benéficos do exercicio. A intensidade deste
tipo de exercicio, por norma, é quantificada segundo a capacidade méxima de consumo de
oxigénio (VO2 max.). Este valor permite classificar a atividade como sendo de baixa, moderada
ou elevada intensidade, tal como é mostrado na tabela Il (Colcombe et al., 2006; Baker et al.,
2010; Mallo Ferrer, 2018).

Tabela Il - Diferentes intensidades do exercicio aerdbio e a sua classificagdo com base na capacidade de consumo
maximo de oxigénio (%VO, max.) (adaptado de Mallo Ferrer, (2018)).

%VO2 max. Intensidade
<25 ‘ Baixa
25 - 65 ‘ Moderada

>85 ‘ Elevada

Apesar da intensidade ser considerada o pardmetro que mais influencia o
desenvolvimento de mecanismos de adaptacdo e, consequentemente, a obtencdo de efeitos
benéficos, a frequéncia e o volume de pratica também parecem possuir um papel significativo
na adaptacdo (Powell et al., 2011).

A frequéncia refere-se ao nimero de vezes que determinado exercicio é praticado
durante um periodo especifico de tempo, podendo esta ser considerada aguda ou crénica. A
pratica de exercicio crénica parece ser aquela que estd associada a obtencdo dos efeitos
benéficos, uma vez que permite a existéncia de um treino que leva a inducdo de uma resposta
adaptativa, que sera visivel a longo prazo. A frequéncia esta de certa forma relacionada com o
volume de exercicio, em que o volume diz respeito ao total de atividade que é realizada num
determinado periodo de tempo, normalmente numa semana (Powell et al., 2011; Gomes et al.,
2012).

Atualmente, a pratica de exercicio aerobio, de intensidade moderada e de forma crénica
com uma frequéncia superior a 3 vezes por semana e associada a obtencgéo dos efeitos benéficos
de exercicio, levando ao desencadeamento dos processos adaptativos, o que vai de encontro as
recomendacdes indicadas pela OMS (Powell et al., 2011; Radak et al., 2013).

13
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1.2.2  Exercicio fisico e stresse oxidativo: qual a relacéo?

Passaram-se mais de 3 décadas desde que se demonstrou que a pratica de qualquer tipo
de exercicio fisico esta diretamente relacionada com a existéncia de estados de stresse oxidativo
ao nivel do organismo (Dillard et al., 1978). Os diversos estudos realizados desde entdo, quer
em humanos, quer em modelos animais, vém corroborar esta descoberta (Thirumalai et al.,
2011; Parker et al., 2014).

De facto, existem uma série de situacGes que ocorrem durante a pratica de atividade
fisica que podem estar associadas a producdo de ROS. O movimento contratil do musculo
esquelético é considerado a principal fonte de producéo destas espécies reativas. As restantes
perturbacBes homeostaticas que ocorrem durante a pratica de exercicio também podem
contribuir para a presenca destes estados de stresse oxidativo, assim como outros sistemas e
vias metabolicas (Peake et al., 2015; Jackson, et al., 2016).

Desta forma, a prética de exercicio parece ser um paradoxo: se por um lado esta
atividade esta associada a estados de stresse oxidativo que, por generalizacdo, sdo associados a
danos celulares, por outro lado, tal como ja referido, é benéfica para a satide (Gomez-Cabrera
et al., 2008; Powers et al., 2011).

Durante alguns anos tentou-se perceber qual o papel das ROS resultantes do exercicio,
de forma a compreender se estas espéecies estavam, ou ndo, envolvidas no efeito benéfico desta
pratica. S6 quando se descobriu que as ROS poderiam atuar como moléculas sinalizadoras é
que se compreendeu que estas poderiam participar em processos de sinalizacdo que,
possivelmente, iriam estimular a adaptacdo do organismo ao exercicio. Davies e colaboradores
(1982) publicaram o primeiro estudo onde se demonstrou que, de facto, os estados de stresse
oxidativo gerados durante a pratica de exercicio fisico faziam parte de um processo adaptativo
a este tipo de pratica (Powers et al., 2016).

Atualmente, existe evidéncia cientifica suficiente que relaciona a producdo de ROS
durante a pratica de exercicio fisico, com o processo natural e fundamental da adaptacdo do
organismo a esta atividade (Steinbacher e Eckl, 2015; Mason et al., 2016).

Apesar de todos estes avangos feitos nas Gltimas decadas, os mecanismos moleculares
exatos pelos quais ocorre adaptacdo aos estados de stresse oxidativo gerados pela pratica de
exercicio permanecem por elucidar. A natureza reativa das ROS, os variados locais de producao
destas e o envolvimento de uma rede de 6rgdos na pratica desta atividade tornam esta tarefa um
desafio (Bostrém et al., 2013; He et al., 2016).

14
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1.2.2.1. Producdo de ROS a nivel celular durante a préatica de exercicio

Na ultima década, tem existido um grande debate acerca de quais as principais fontes
de producao de ROS, ao nivel do organismo, associadas a pratica de exercicio fisico (Powers
etal., 2011; Powers et al., 2016).

A mitocondria € uma das principais fontes de ROS a nivel celular, pelo que ndo estara
dissociada da producdo de espécies reativas a nivel celular durante a pratica de exercicio fisico.
A pratica desta atividade leva ao aumento do consumo de oxigénio, resultando num aumento
da taxa de respiragdo, o que provoca um aumento da producgéo de ROS. De facto, durante a
pratica de exercicio aerobio hd um aumento do metabolismo mitocondrial de forma a cumprir
as necessidades energéticas exigidas. No entanto, a mitocéndria ndo é considerada a principal
fonte de ROS durante esta atividade, pelo menos ao nivel do musculo esquelético (Powers e
Jackson, 2008; Gomes et al., 2012; Merry e Ristow, 2015). Sakellariou e colaboradores (2013)
foram os primeiros a demonstra-lo num estudo em que foram utilizados inibidores dos
diferentes complexos da CTE, ao nivel do musculo esquelético de rato, e ndo foram observadas
alteracdes no contetudo do ido superoxido. Por sua vez, utilizando inibidores das NADPH
oxidases, ocorreram diminui¢des ao nivel do teor deste radical no citoplasma. Este foi o
primeiro estudo que aponta as NADPH oxidases como uma das principais produtoras de ROS
a nivel muscular durante o exercicio fisico.

Algumas publicacGes desde entdo parecem confirmar aquilo que Sakellariou e
colaboradores demonstraram, sendo por isso, atualmente, as NADPH oxidases consideradas
uma das principais fontes de ROS durante a préatica de exercicio, a nivel muscular (Whitehead
et al., 2010; Pearson et al., 2014).

Para além das NADPH oxidases e da mitocondria, existe uma série de mecanismos ao
nivel da fibra muscular que também contribuem para o stresse oxidativo, como por exemplo, a
atividade de enzimas como as xantinas oxidases e fosfolipases (Powers et al., 2011).

No entanto, apesar de no musculo esquelético a atividade da NADPH oxidase ser
apontada como a principal produtora de ROS, ndo significa que o mesmo se verifique em outros

orgaos que estejam envolvidos na préatica de exercicio fisico (Pillon Barcelos et al., 2017).
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1.2.2.2. Mecanismos adaptativos estimulados pelo exercicio fisico

Os estados de stresse oxidativo gerados durante a pratica do exercicio sdo fundamentais
para que ocorra um processo adaptativo por parte do organismo (Gomez-Cabrera et al., 2008;
Radak et al., 2013).

Atualmente, reconhece-se que as ROS produzidas durante o exercicio fisico podem
atuar como sinalizadores, estimulando uma série de vias de sinalizacdo sensiveis ao estado
redox, podendo levar a alteracdo da expressao de genes atraves da ativacdo de determinados
fatores de transcri¢do, que podem levar as alteragdes associadas ao processo adaptativo (Radak
et al., 2008, 2013; Mason et al., 2016).

A base do mecanismo de adaptacdo assenta no conceito de hormesis (figura 5). Este
conceito refere-se a um processo onde a administracdo de uma substancia quimica em doses
baixas, que em doses elevadas € prejudicial ao organismo, provoca uma resposta adaptativa,
resultando em efeitos benéficos para o organismo em questdo. Apesar de ser um termo
maioritariamente aplicado em toxicologia, também pode ser utilizado para descrever alguns
processos fisioldgicos, que estdo por base na resposta a determinado estimulo, como € o0 caso

da resposta provocada pelo exercicio fisico.

Funcdao fisiolégica

Niveis de ROS
. Exercicio Exercicio
Inatividade moderado extenuante

Intensidade do exercicio

Figura 5 - Intensidade do exercicio e curva de hormesis. A quantidade de ROS produzida durante a pratica de
exercicio é diretamente dependente da intensidade da atividade. Exercicio de intensidade de moderada, € associado a
um nivel de ROS moderado que provocard uma estimulacdo da funcdo fisioldgica no geral (adaptado de Radak et
al., (2008)).
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Assim, doses baixas/moderadas e constantes de ROS irdo provocar uma resposta
adaptativa por parte do organismo. Esta resposta segue uma curva de hormesis, representada na
figura 5. A curva mostra claramente que niveis baixos/moderados de ROS tém um efeito
benéfico mas que niveis de ROS elevados acabam por ser prejudiciais (Radak et al., 2008;
Peake et al., 2015).

Assim, os niveis de ROS produzidos durante o exercicio sdo um dos principais fatores
a ter em conta quando se fala num processo adaptativo a esta atividade. E a quantidade destas
especies que ird definir o seu papel no organismo, sendo esta resultante, maioritariamente, da
intensidade do exercicio. No entanto, a frequéncia do exercicio também tem um papel relevante,
pois para se desenvolver uma resposta adaptativa, os niveis de ROS devem ser moderados, mas
devem existir de forma crénica no organismo. Tal apenas é conseguido através do treino a longo
prazo, no entanto, ndo se sabe ao certo qual é a duracdo do treino para se obter os efeitos
benéficos maximizados (Gomez-Cabrera et al., 2008; Nikolaidis et al., 2012; Radak et al.,
2013).

A estimulacdo da biogénese mitocondrial e das defesas antioxidantes séo as principais
alteracdes adaptativas que ocorrem no musculo esquelético submetido a algum tipo de exercicio
fisico. Nas células musculares, a captacao de glicose e a sensibilidade a insulina assim como a
forca da contracdo sdo também outras das vias intracelulares alteradas face ao exercicio fisico.
(Steinbacher e Eckl, 2015; Mason et al., 2016).

A evidéncia recolhida nas Gltimas décadas é consistente no que concerne a observagédo
de alteracdes no sistema de defesa antioxidante muscular, como resposta a pratica de exercicio
fisico. Porém, dependendo do exercicio fisico prescrito, estas alteracbes podem induzir uma
estimulacdo ou uma deplecdo destas defesas. Por norma, a préatica de exercicio de intensidade
moderada e de forma cronica, ou seja, o treino, € associada a estimulacdo (Liu et al., 2000;
Berzosa et al., 2011; Radak et al., 2013).

Os estudos realizados de forma a avaliar a biogénese mitocondrial ao nivel do musculo
esquelético sdo, na sua maioria, concordantes quanto ao aumento do teor mitocondrial. Tal
como ocorre na estimulacéo das defesas antioxidantes, este aumento esta associado a préatica de
exercicio de forma cronica e moderada. Estas altera¢cGes sdo acompanhadas por uma melhoria
da funcdo mitocondrial associada a expressdo de determinadas proteinas e enzimas
mitocondriais (Baar, 2004; Seo et al., 2016).

Atualmente, tem-se considerado mais interessante avaliar a capacidade respiratoria

mitocondrial do que a biogénese mitocondrial. No entanto, os estudos realizados nesta aérea
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séo relativamente poucos e, aqueles que existem, ndo permitem chegar a uma concluséo, pois,
mais uma vez, os protocolos de exercicio aplicados sdo muito variados e ndo permitem efetuar

comparacg0es (Bishop et al., 2014; Seo et al., 2016).

1.2.2.2.1. Fatores de dependéncia do processo adaptativo

Apesar do processo de adaptacdo descrito parecer simples, existem uma série de
parametros dos quais este processo € diretamente dependente. A capacidade fisica, a idade e 0
estilo de vida dos individuos, sdo fatores adicionais que tém que ser tidos sempre em conta
quando se fala num processo de adaptacdo mediado por estas espécies reativas produzidas
durante o exercicio (Nikolaidis et al., 2012; Steinbacher e Eckl, 2015).

Para um individuo treinado, as quantidades de ROS necessarias para desencadear uma
resposta positiva por parte do organismo terdo que ser superiores as quantidades de ROS
necessarias para provocar uma resposta igual num individuo néo treinado, como € mostrado na
figura 6. Logo, um individuo treinado beneficiard mais de um exercicio de maior intensidade.
Pelo contrario, este mesmo tipo de exercicio num individuo néo treinado podera causar diversos
danos oxidativos (Steinbacher e Eckl, 2015; He et al., 2016).

ROS induzidas pelo exercicio regular

Sy
4

Nivel de adaptacéo

—= Efeito ndao benéfico

— Efeito benéfico

lndividuo néo Individuo treinado
treinado

Figura 6 - Stresse oxidativo em individuos treinados e ndo treinados. Individuos treinados, ou seja, adaptados ao
exercicio fisico parecem beneficiar de protocolos de exercicio de maior intensidade, contrariamente aos individuos néo
treinados (adaptado de Steinbacher and Eckl, (2015)).
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A idade do individuo também influencia os mecanismos de adaptacao e a resposta que
é obtida. O processo de envelhecimento esta associado a existéncia de estados de stresse
oxidativo, assim como a pratica de exercicio. Desta forma, é de esperar que 0 mesmo plano de
exercicio praticado por um individuo jovem ou por um individuo de idade avancada nédo resulte
nos mesmos beneficios, uma vez que o individuo de maior idade estaré sujeito a maior stresse
oxidativo. Como a intensidade maxima do exercicio que cada individuo é capaz de executar vai
diminuindo com a idade, é de esperar que aumente a dificuldade em realizar o exercicio com o
aumento desta. Assim, podem existir diferencas no desencadeamento nos mecanismos de
adaptacédo que serdo dependentes da idade (Ji, 2006; Goto et al., 2007).

A grande maioria, se ndo quase a totalidade, dos trabalhos desenvolvidos neste campo
foram realizados ao nivel do musculo esquelético, pelo que a literatura incide essencialmente
sobre este tecido. Estudos da mesma natureza, mas ao nivel de outros 6rgaos, sao escassos. No
entanto, o exercicio € uma atividade de natureza multifacetada e, de forma a serem garantidos
os elevados niveis de energia requeridos pelo musculo esquelético, € necessério o envolvimento
de uma série de sistemas de 6rgaos, de maneira a cumprir as necessidades exigidas durante esta
pratica. Desta forma, o ambiente de stresse criado durante a atividade fisica parece afetar uma
série de d6rgdos e alterar a sua homeostase destes. Assim é levantada a questédo se as alteracoes
provocadas nestes 6rgdos poderdo induzir alteraces no estado redox da célula e desencadear
processos adaptativos semelhantes aos que ocorrem no musculo (Powers et al., 2011; Jackson
etal., 2016).

1.3. Figado

O figado é um érgdo vital sendo considerado o maior 6rgdo metab6lico nos mamiferos.
Umas das suas principais funcdes metabdlicas sdo a regulacdo do metabolismo da glicose e dos
lipidos e, para além disto, possui ainda um papel importante no metabolismo dos aminoéacidos,
sendo o responsavel pela sintese de algumas proteinas essenciais, como é o caso da albumina.
O metabolismo e destoxificacdo de xenobioticos é também uma das principais fungdes do
figado (Sheedfar et al., 2013; Chiang, 2014; Rui, 2014).

Desta forma, tendo em conta todas as fungdes vitais deste 6rgdo, o seu metabolismo tem
que ser extremamente controlado pelo que qualquer falha neste controlo pode ser o primeiro

passo para o desenvolvimento de algumas doencas hepaticas (Rui, 2014).
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1.3.1. Figado e exercicio fisico

Uma resposta por parte do figado € necessaria para que se possam cumprir as
necessidades metabolicas requeridas pelo exercicio. A mobilizacdo de reservas de energia,
presentes ao nivel do figado sob a forma de glicogénio é de extrema importancia para que o
musculo obtenha a energia exigida pela prética de exercicio. Esta adequada mobilizacdo de
reservas energéticas garante que a pratica de exercicio ndo seja acompanhada por uma
hipoglicemia, resultante do consumo elevado de glicose a nivel muscular (Trefts et al., 2015;
Pillon Barcelos et al., 2017).

E no figado que existem as maiores reservas de glicogénio. Quando ha um esgotamento
destas reservas a nivel muscular, ocorre a mobilizacdo hepatica de glicogénio como resposta
aos niveis baixos de glicose no sangue (figura 7). Esta mobilizacdo funciona como forca motriz

para que ocorra a reposicao do glicogénio hepatico (Trefts et al., 2015).

Figado Musculo @

I v
Glicose Glicose
Piruvato Sangue Piruvato
Lactato Lactato

Figura 7 - Ciclo de Cori. O lactato produzido a nivel muscular é convertido em glicose pelo figado
(gliconeogénese), de forma a garantir a reposi¢do das reservas de glicogénio hepaticas mobilizadas durante a prética
de exercicio (adaptado de Berg et al., (2012)).

A intensidade do exercicio é o parametro do qual depende a mobilizacdo das reservas
de glicogénio. Intensidades moderadas a altas parecem estimular o processo de mobilizagdo do
glicogénio hepatico fazendo com que a energia requerida para a pratica de exercicio provenha
maioritariamente desta molécula (Mallo Ferrer, 2018).

Desta forma, tendo em conta o papel central que o figado desempenha no fornecimento
de energia ao musculo esquelético, serd de esperar que este seja um dos 6rgdos mais suscetiveis

a adaptacao (Ascensdo et al., 2013; Pillon Barcelos et al., 2017).
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1.3.1.1. Mecanismos adaptativos hepaticos ao exercicio fisico

O’Neill e colaboradores (1996) realizaram o primeiro estudo onde mostraram que a
contracdo do musculo esquelético parecia influenciar o estado de oxidacdo de outros 6rgaos
assim como de alguns componentes sanguineos. A influéncia destes estados ao nivel dos
diferentes 6rgaos dependera de fatores como o consumo de oxigénio e a capacidade de ativacao
do sistema antioxidante de cada 6rgdo (Okudan e Belviranli, 2016).

Em teoria, seria expectavel que o figado sofresse uma adaptacdo ao nivel da defesa
antioxidante, assim como ao nivel da funcdo mitocondrial, semelhante aquela que ocorre no
musculo esquelético, e que respondesse de forma semelhante aos diferentes parametros do
exercicio (Ascensdo et al., 2013).

Uma das principais alteracdes adaptativas que ocorre ao nivel do musculo esquelético é
a estimulacdo da defesa antioxidante, sendo esta alteracdo mediada pelos estados de stresse
oxidativo resultantes da atividade fisica. Estudos que tém como objetivo a avaliagcdo do
comportamento deste tipo de defesa face a situacdes de exercicio fisico ao nivel hepatico sdo
escassos e, aqueles que existem, ndo permitem chegar a uma conclusdo de qual a resposta que
as ROS ai provocam (Hoene e Weigert, 2010; Mason et al., 2016; Pillon Barcelos et al., 2017).

Para além da suposta estimulacdo das defesas antioxidantes hepéticas, este tipo de
exercicio também parece provocar alteracdes adaptativas a nivel mitocondrial, tal como ocorre
a nivel do musculo esquelético. Alteracbes em parametros moleculares e funcionais na
dindmica mitocondrial, na biogénese mitocondrial, nas vias de sinalizacdo apoptoéticas, na
capacidade de oxidacdo de lipidos e no sistema antioxidante mitocondrial sdo algumas das
alteracdes mitocondriais hepaticas relevantes que parecem ocorrer aquando da atividade fisica.
No entanto, contrariamente ao que ocorre ao nivel do masculo esquelético, estas alteracdes ndo
parecem ser dependentes de um aumento da biogénese mitocondrial. Assim, as adaptagdes que
ocorrem no figado parecem incidir maioritariamente a nivel da funcionalidade mitocondrial e
ndo no teor de mitocdndrias (Ascensdo et al., 2013; Fletcher et al., 2014; Santos-Alves et al.,
2015).

Apesar de estar comprovado que o exercicio leva a uma alteracdo do fendtipo
mitocondrial hepatico, ha pouca informag&o acerca da forma como sdo alterados os diferentes
mecanismos bioquimicos mitocondriais (Santos-Alves et al., 2014, 2015).

Tendo em conta que as alteracGes hepéticas provocadas pelo exercicio resultam num
fenotipo em parte semelhante ao que se observa no musculo, é de prever que serdo as mesmas

vias sensiveis ao estado redox celular que seréo estimuladas pelas ROS resultantes do exercicio
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fisico, de forma a desenvolver as respostas adaptativas. Assim, apesar de todas as
inconsisténcias encontradas nos diferentes estudos realizados, o processo de adaptacéo baseado
no principio de hormesis parece ser adequado para explicar a adaptacédo hepatica observada face
ao treino (Pillon Barcelos et al., 2017).

Para além de todas as consideracOes apresentadas deve ser tido em conta, que o figado
é apontado como um dos principais 6rgdos onde a formacdo de ROS mais ocorre durante a
pratica de exercicio, como consequéncia das alteracGes metabolicas induzidas por esta
atividade. As mitocéndrias hepaticas, segundo alguns estudos, sdo as principais responsaveis
por este aumento de producdo de ROS, no figado. No entanto, apesar desta informacdo, na
literatura parece ndo existir praticamente nenhuma indicacdo de qual sera a fungdo dessas
espécies reativas, desta forma néo se sabe se apenas levardo a ocorréncia de dano oxidativo ou
estardo envolvidas na estimulacdo dos mecanismos redox que estdo na base da adaptacdo ao
exercicio (Radak et al., 2000; Jackson et al., 2016; Okudan e Belviranli, 2016).

Apesar diferentes dos estudos ja realizados apresentarem resultados muito diferentes,
podemos afirmar que o exercicio fisico parece tornar a mitocondria mais resistente a estimulos
negativos, como desordens associadas a obesidade e a destoxificacdo de xenobi6ticos, sendo
por isto, aparentemente, uma pratica necessaria para um melhor funcionamento da mitocondria
(Santos-Alves et al., 2015).

1.3.2.  Doencas hepaticas e envelhecimento

Devido ao papel essencial que o figado tem no organismo é razodvel assumir que este
orgdo seja particularmente suscetivel ao processo de envelhecimento. Apesar deste processo
ndo ser totalmente conhecido, ao nivel hepatico, os diferentes estudos realizados na area
mostram que as principais alteracfes sdo a perda de volume do 6rgédo, podendo esta ir de 20%
a 40% do volume total e a diminui¢do do fluxo sanguineo. Para além destas alteracdes, € ainda
observado uma diminuicao da funcdo e do teor mitocondrial, assim como uma possivel perda
da capacidade antioxidante. Isto leva a existéncia de estados de stresse oxidativo, que podem
estar na base da existéncia de danos oxidativos (Sheedfar et al., 2013; Kim et al., 2015; Okudan
e Belviranli, 2016).

Estas alteragdes a nivel molecular levam a que haja uma perda geral da fungéo hepatica.
A capacidade de destoxificacdo e de regeneracao sdo algumas das fungdes que parecem ficar

diretamente afetadas. Para além disto, algumas alteragdes ndo hepaticas que ocorrem com o
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aumento da idade podem influenciar a patogénese do figado (Schmucker, 2005; Kim et al.,
2015).

O stresse oxidativo é associado a iniciacdo e ao desenvolvimento de algumas das
patologias hepaticas (figura 8). Apesar do figado possuir um forte sistema antioxidante, o facto
de ser um 6rgdo com uma atividade metabolica muito elevada faz com que este seja um alvo
das ROS resultantes do proprio metabolismo aerdbio. Para além disto, a diminui¢do da
eficiéncia do sistema antioxidante que ocorre com o envelhecimento, faz com que o figado

fique mais suscetivel a este dano (Sheedfar et al., 2013; Li et al., 2015).

4 Dano no » Carcinoma
DNA __.w Hepatocelular
P idaca T A
eroxidag&o .
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Figura 8 - Stresse oxidativo e doenca hepéatica. Mecanismos gerais pelos quais os estados de stresse oxidativo
persistentes, provocados por fatores enddgenos ou exdgenos, estdo envolvidos no desenvolvimento de algumas das
patologias do figado (adaptado de Li et al., (2015)).

As doencgas crénicas do figado representam um sério e negligenciado problema de satde
publica, uma vez que sdo consideradas doengas silenciosas e 0 aparecimento de sintomas €
tardio. Estima-se que cerca de 844 milhdes de pessoas a nivel mundial sofra deste tipo de
patologia. Contrariamente a outros tipos de doencas cronicas a prevencao é possivel e, quando
detetadas atempadamente, podem até mesmo ser tratadas e curadas (Marcellin e Kutala, 2018).

Estes tipos de patologias sdo precedidos de doencas metabdlicas que podem ser tratadas,
evitando o desenvolvimento de uma doenca crénica, em que a esteatose hepética ndo alcoodlica
(NAFLD) faz parte desse conjunto de patologias. Esta é a principal doenca hepatica que parece
ocorrer maioritariamente em individuos mais velhos devido a alteracGes metabolicas resultantes
do processo de envelhecimento. E uma das patologias mais recorrentes a nivel mundial,
atingindo cerca de 25% da populacdo mundial (Kim et al., 2015; Marcellin e Kutala, 2018).

A NAFLD é caraterizada por uma acumulacdo de lipidos no figado. A mitocéndria
hepética é estrutural e molecularmente modificada devido ao aumento do teor lipidico hepatico.

Os acidos gordos acumulados parecem levar a alteragdes a nivel da oxidagéo destas moléculas,
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da indugdo do TCA e ao nivel da fosforilagdo oxidativa (Sheedfar et al., 2013; Simdes et al.,
2018).

As alteracGes mitocondriais referidas acabam por levar a estados de stresse oxidativo
que estdo na base dos processos inflamatorios, que podem levar ao desenvolvimento de doencas
cronicas do figado (Sheedfar et al., 2013; Marcellin e Kutala, 2018; Simdes et al., 2018).

Tendo em conta a percentagem de incidéncia a nivel mundial desta e de outras doencas
semelhantes, a prevencao e tratamento sera o principal passo para resolver este grave problema
de satde mundial. No entanto, atualmente, para a NAFLD, ndo existe qualquer tipo de
tratamento farmacologico. Alteragdes no estilo de vida parecem ter efeitos benéficos ao nivel
desta patologia. O exercicio fisico é uma das alteracbes que parece levar a uma melhoria da
funcdo hepatica o que fez despertar o interesse nesta pratica como um tratamento possivel para

esta patologia (Hashida et al., 2017).

1.3.2.1  Exercicio fisico e prevencdo de doenca hepatica

Devido ao papel crucial que o stresse oxidativo parece ter nas hepatopatias, é razoavel
assumir que os antioxidantes sejam uma estratégia racional para o tratamento e prevencédo das
patologias deste 6rgdo. No entanto, os resultados obtidos até a data sdo controversos e
inconclusivos (Cichoz-Lach e Halina, 2014; Li et al., 2015).

O exercicio fisico tem mostrado efeitos terapéuticos interessantes em algumas
patologias hepaticas (ex. NAFLD) sendo, em alguns casos, a primeira linha de terapia. Para
além da modulacéo da atividade mitocondrial e da defesa antioxidante que esta pratica aparenta
induzir, a diminuicdo do teor lipidico hepatico, sendo este efeito uma das alteracdes mais
notaveis da pratica de exercicio fisico (Bostrom et al., 2013; Hashida et al., 2017).

Atualmente, apesar de ndo estarem definidos os pardmetros do exercicio que levam a
uma inibicdo da perda da funcdo hepética decorrente da idade, o exercicio aerébio praticado de
forma cronica e com intensidade moderada é aquele que parece provocar a melhor adaptacédo
hepética a esta atividade, tal como ja foi referido. Esta adaptacdo leva a melhoria da funcéo
mitocondrial. Alteracbes ao nivel deste organelo parecem ser o ponto de partida para o
aparecimento de algumas doencas. Assim, é razoavel assumir que sera o tipo de treino referido
que podera estar associado a prevencdo de algumas doencgas hepaticas (Ascenséo et al., 2013;
Medrano et al., 2018).

No caso da NAFLD, a intensidade parece ser o parametro que tem maior efeito

terapéutico. O treino de intensidade moderada parece provocar efeitos positivos na prevengédo
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desta patologia, 0 que vai de encontro as recomendacdes da OMS. No entanto, parece ndo existir
concordancia quanto ao exercicio, aerébio ou anaerdbio, que tera mais benéficos para esta
patologia (Hashida et al., 2017; Medrano et al., 2018). E de notar que os resultados obtidos irdo
depender do individuo em questdo, pois existe uma série de fatores, ja referidos, que levam a
que os beneficios obtidos sejam diferentes de pessoa para pessoa, 0 que justifica, em parte, as
diferencas observadas nos diferentes estudos (Steinbacher e Eckl, 2015).
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I1.  Objetivo

Este trabalho tem como principal objetivo a avaliacdo do efeito de um plano de exercicio
na funcdo antioxidante e mitocondrial hepatica de animais que praticaram exercicio até uma
idade jovem (32 semanas) e até a meia idade (62 semanas), de forma a avaliar se este é eficiente
no retardamento e prevencdo das consequéncias associadas ao processo de envelhecimento, e
assim funcionar como uma forma preventiva de possiveis doencas hepaticas.

O plano de exercicio foi elaborado de forma a permitir avaliar qual o efeito da préatica
desta atividade durante a vida e qual o impacto que o tempo de treino podera ter no
desenvolvimento de mecanismos adaptativos, a nivel hepético. O facto de se variar apenas um
parametro do exercicio fisico, ou seja, o0 tempo de treino, permite avaliar a influéncia direta
deste no comportamento hepatico face ao treino.

De forma a responder a estas questdes, este trabalho dividir-se-4 em 3 pontos principais:

1. Avaliacdo da funcao hepatica geral em reposta ao fator idade e ao
fator exercicio fisico, analisando alguns marcadores bioquimicos,
indicadores da funcéo hepatica, a nivel sérico (colesterol total, albumina,
triacilglicerdis e alanina-aminotransferase (ALT));

2. Avaliacdo da fungdo antioxidante hepatica em resposta ao fator
idade e ao fator exercicio fisico, através da andlise de alguns
marcadores do stresse oxidativo, como a determinacdo da atividade das
principais enzimas pertencentes ao sistema de defesa antioxidante: SOD,
CAT, GR, GPx e GST, assim como a razéo entre glutationa reduzida e
oxidada. Para além disto sera ainda analisada a peroxidacao lipidica.

3. Avaliacdo da funcdo mitocondrial hepatica em resposta ao fator
idade e ao fator exercicio. Para tal serdo avaliadas as atividades
enzimaticas do complexo I, 1l e IV pertencentes a CTE. Sera ainda
avaliada a atividade enzimatica da citrato sintase, um marcador da massa
mitocondrial. Por final, proceder-se-a a analise da velocidade da
respiracdo mitocondrial, em estado 4, com recurso a substratos e

inibidores de dois complexos mitocondriais (Complexo I e I1).
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I1l. Materiais e Métodos

3.1 Amostragem

Foram utilizados 28 ratos do sexo masculino pertencentes a espécie Rattus norvegicus
da estirpe Wistar Unilever. Os animais chegaram ao Biotério da UTAD com 4 semanas de
idade, e foram ai mantidos durante todo o ensaio experimental, com condi¢fes controladas de
temperatura e humidade relativa, com ciclo de 12h de dia/noite. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as normas legislativas Portuguesas e Europeias em vigor (Diretiva
2010/63/EU). O alojamento foi realizado em gaiolas (5 animais por gaiola), com cama e
enriquecimento ambiental. A comida e a agua foram disponibilizadas ad libitum. A chegada
dos animais ao bioteério, estes foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos: ndo exercitados
e exercitados durante 24 ou 54 semanas.

O plano de exercicio iniciou-se as 8 semanas de idade (0s animais comegaram a correr
no dia 11 de outubro de 2016). O plano consistia em corrida num treadmill (Treadmill Control
LE 8710, Harvard Apparatus, USA) durante 60 minutos/dia, 5 dias/semana, a 70% da
velocidade méaxima de corrida. Durante o programa de exercicio, a velocidade de corrida foi
ajustada com base num teste de determinacdo de velocidade méxima realizado a cada 6
semanas. Nas primeiras duas semanas de treino, a intensidade e a duracéo do exercicio foram
aumentadas progressivamente até atingir a duracdo e intensidade definida. Para incentivar os
animais a manterem a velocidade de corrida foi colocada uma plataforma de choque no inicio
de cada uma das pistas de treadmill.

De forma a que 0s animais ndo exercitados estivessem sujeitos ao mesmo stresse
associado ao “handling” dos animais exercitados, estes foram regularmente colocados num
treadmill durante uns minutos.

Os animais foram sacrificados por sedagdo através de uma administracdo, via
intraperitoneal, de uma overdose de ketamina (Imalgene® 1000, Merial S.A.S., Lyon, Franga)
e xilazina (Rompum® 2%, Bayer Healthcare S.A., Kiel, Alemanha), procedendo-se de seguida
a exsanguinacdo dos animais por puncdo cardiaca, sendo este um método indicado pela
FELASA (Federation for Laboratory Animal Science Associations). O sacrificio dos animais
ocorreu em 2 momentos temporais distintos: 24 semanas depois do inicio do protocolo de
exercicio (19 de abril de 2017); 54 semanas depois do inicio do protocolo de exercicio (19 de
outubro de 2017). Os momentos temporais dos sacrificios correspondem a duas fases distintas
do desenvolvimento dos animais de forma a observar os efeitos do exercicio em ambas as fases

da vida deste. No primeiro sacrificio os animais tinham 32 semanas de idade, sendo
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considerados animais jovens. Por sua vez, no segundo sacrificio os animais tinham 62 semanas
de idade, sendo considerados animais de meia idade. Os animais exercitados ndo praticaram
qualquer exercicio nos 2 dias anteriores ao sacrificio.

Neste estudo foram utilizadas amostras de figado recolhidas dos 28 animais (n=7)
pertencentes aos 4 grupos experimentais diferentes: Grupo NEX 24 (ndo exercitados jovens,
sacrificio as 24 semanas de exercicio); Grupo EX 24 (exercitados até a idade jovem, sacrificio
as 24 semanas de exercicio); Grupo NEX 54 (ndo exercitados meia-idade, sacrificio as 54
semanas de exercicio); Grupo EX 54 (exercitados até a meia-idade, sacrificio as 54 semanas
de exercicio). As amostras, depois de recolhidas, foram divididas em 2 partes e mantidas a -
80°C.

Chegada dos animais ao biotério

Animais chegaram ao biotério da
UTAD com 4 semanas de vida. Sacrificio dos animais as
Estabelecimento de 4 grupos 32 semanas de vida
experimentais
24 semanas
A
[ 1
9/16  10/16 4/17 10/17
N~ [ee]
— —
S &
Animais comegaram o plano de Sacrificio dos animais as
exercicio as 8 semanas de vida 62 semanas de vida
Inicio do protocolo de exercicio 2° Sacrificio

Figura 9 — Delineamento experimental - Cronograma da aplicacéo do protocolo experimental aos animais a avaliar.
Aos grupos experimentais NEX 24 e EX 24 pertencem os animais sacrificados em abril de 2017, no 1° sacrificio, 24
semanas depois do inicio do protocolo de exercicio fisico. Aos grupos experimentais NEX 54 e EX 54 pertencem 0s
animais sacrificados em outubro de 2017, no 2° sacrificio, 54 semanas depois do inicio do protocolo de exercicio
fisico.

3.2 Avaliagéo de biomarcadores da funcéo hepatica

Para a avaliacdo da funcdo geral hepatica foram realizados testes ao soro dos animais
onde foi determinada a atividade da alanina aminotransferase (ALT), assim com a concentragao
sérica de triacilglicerdis, colesterol total e albumina. Esta avaliacdo foi realizada por
procedimentos de padrdo automatizados e foram realizados na Universidade de Fernando

Pessoa, Porto, Portugal.
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3.3 Avaliagéo da funcéo antioxidante hepatica

3.3.1 Homogeneizagdo do material bioldgico

Para preparacao dos homogeneizados de figado, as amostras foram descongeladas sendo
de seguida pesadas e lavadas. Foram depois transferidas para copos, onde foi adicionado 20%
(m/v) de tamp&o de homogeneizacdo (50 mM KH2PO4, pH=7,0).

As amostras foram cortadas com a ajuda de uma tesoura de forma a facilitar a
homogeneizacdo e, de seguida, transferidas para um Potter-Elvehjem onde foram
homogeneizadas num homogeneizador mecénico Eurostar Power-B a 500 rotagfes/minuto com
0 objetivo de lisar e libertar todo o conteudo celular.

O homogeneizado foi sujeito a uma sonda ultrassons (SONICS VibraCell ™) durante 2
minutos (pulsos de 20 segundos ultrassons/10 segundos pausa). O conteddo foi depois
transferido para tubos de centrifuga e procedeu-se a uma centrifugacdo a 1500g, a 4°C, durante
10 minutos numa centrifuga Sigma 2-16K. O sobrenadante resultante foi transferido para novos
tubos e estes foram centrifugados a 8000g, a 4°C, durante 10 minutos. O sobrenadante obtido
foi novamente centrifugado, a 14 000g durante 15 minutos.

O sobrenadante obtido nestas Ultimas centrifugac@es foi transferido para eppendorfs,
tendo-se realizado a avaliacdo da atividade de algumas enzimas como a SOD, CAT, GST, GR
e GPx e também do teor em tidis ndo proteicos.

Os precipitado resultantes tanto da 22 como da 3?2 centrifugacdo, correspondentes a
fragdo mitocondrial, foram juntos e ressuspendidos em tampdo de homogeneizagdo sendo
guardados em eppendorfs a -20°C. O precipitado resultante da 12 centrifugacao sofreu 0 mesmo
tratamento, sendo este correspondente a fracdo total. Ambos os precipitados foram utilizados

para avaliacdo da peroxidacao lipidica.

3.3.2  Quantificacéo Proteina

A guantidade de proteina, quer do sobrenadante quer dos precipitados, foi estimada
utilizando o método colorimétrico do Biureto, descrito por Gornall (1949). Para tal foram
preparados padrdes de BSA, em tubos de vidro, de maneira a construir uma curva de calibracéo.
Os padrdes compreendiam concentragdes de 0; 0,4; 0,8; 1,6; 2,4 mg de BSA (0,4%). A cada
padrdo foram ainda adicionados 100 pL de SDS (10%), reagente de Biureto (2000 pL) e agua

ultrapura de maneira a perfazer um volume total de 4 mL. As amostras sofreram um tratamento
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semelhante, tendo para o efeito sido utilizados 20 uL de sobrenadante e de precipitado, em
substituicdo da BSA.

Posteriormente, os tubos foram colocados num banho de agua morna durante 15
minutos, e as absorvancias dos padrdes e das amostras foram lidas num espetrofotometro UV-
Vis (Varian Cary 50), a 540 nm.

3.3.3 Atividades enzimaticas

3.3.3.1.  Superoxido Dismutase

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi avaliada segundo o método descrito por Paya
(1992). Para tal foi necessario a oxidacdo da hipoxantina a xantina e posteriormente a acido
drico, através da acdo da xantina oxidase, havendo assim a producdo do ido superéxido (O2°).
Este foi detetado através da utilizacdo de um cromdéforo, o cloreto de azul de nitrotetrazdlio
(NBT).

O meio de reacdo é constituido por tampao fosfato (50 mM KH2PQO4, 1 mM EDTA pH
=7,4), 10 puL de hipoxantina (10 mM) e 10 uL de NBT (10 mM). Esta mistura foi incubada
durante 2 minutos a 30°C, e faltando 20 segundos para o término deste tempo foram adicionados
10 uL de xantina oxidase (10% (v/v), agitando-se a cuvete de seguida. A cinética enzimatica
foi acompanhada espetrofotometricamente (Varian Cary 50) a 560 nm, durante 1 minuto, de
forma a obter-se o valor do branco. De seguida foi adicionada a mistura um volume de amostra
correspondente a 0,375 mg de proteina e a reacdo foi acompanhada durante mais 2 minutos. O
volume final da reacdo foi de 1 mL.

Os resultados foram expressos em U.minl.mg? proteina, onde uma unidade de
atividade da SOD (1U) é definida como a quantidade da SOD que inibe 50% da reducdo do
NBT a formazan.

3.3.3.2. Catalase

A atividade enzimatica da Catalase (EC 1.11.1.6) foi avaliada num elétrodo de oxigénio
do tipo Clark que permitiu a observacdo da producdo de O, resultante da degradacdo do
peroxido de hidrogénio (H20-), seguindo 0 método descrito por Rio (1977).

O meio de reacdo ¢ constituido por tampéo fosfato (50 MM KH2POs4, pH=7,0) ¢ 17 uL
de H20> 10 vezes diluido (30% (m/v), 8,82 M). A mistura foi incubada na cdmara a 30°C,

durante cerca de 1 minuto. Decorrido este tempo, foi adicionado um volume de amostra
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correspondente a 0,375 mg de proteina (amostra diluida 200 vezes), de forma ao volume final
ser de 1 mL. A evolucdo da reagéo foi acompanhada durante cerca de 2 minutos.

Os resultados foram expressos em mmol H202.min"t.mg* proteina.

3.3.3.3. Glutationa Peroxidase

A atividade da GPx (EC 1.11.1.9) foi determinada segundo o método descrito por
Mannervik (1985). Este método baseia-se na avaliacdo da quantidade de NADPH que é
consumido.

O meio da reacgdo € constituido por tampéo fosfato (100 mM KH2PO4, 1 mM EDTA,
pH=7), um volume de amostra correspondente a 0,375 mg de proteina, 10 pL. GSH (100 mM)
e 5 uL de GR (glutationa redutase). Esta mistura foi incubada durante 2 minutos a 30°C, e 30
segundos antes do término da incubagao foram adicionados 10 uL NADPH (10 mM). A cinética
foi acompanhada espetrofotometricamente (Variana Cary 50) a 340 nm, durante 3 minutos
depois de terem sido adicionados 20 uL de tert-butil-hidroperoxido (10% (v/v); 7,7 M). O
volume final da mistura reacional é de 1 mL.

A atividade enzimatica foi expressa em pM de NADPH oxidado.min.mg? proteina,

utilizando-se para tal o coeficiente de extingdo molar do NADPH de 6,22 x 103 M cm™,

3.3.3.4. Glutationa Redutase

A atividade da GR (EC 1.6.4.2) foi avaliada espetofotometricamente (Varian Cary 50),
a 340 nm, pelo método descrito por Carlberg e Mannervik (1985).

O meio reacional ¢é constituido por tampé&o fosfato (100 mM KH2POg4, 0,5 mM EDTA,
pH=7,4) e um volume de amostra correspondente a 1,5 mg de proteina. Esta mistura foi
incubada durante 2 minutos a 30°C, e 30 segundos antes do término da incubacdo foram
adicionados 20 pL NADPH (10 mM). Depois do término do tempo de incubagdo, foram
adicionados 20 uL de GSSG (100 mM), e a cinética da reacdo foi acompanhada durante 3
minutos. O volume final da reacédo é de 2 mL.

Os resultados foram expressos em uM de NADPH oxidado.min.mg? proteina,

utilizando-se para tal o coeficiente de extingdo molar do NADPH de 6,22 x 10° M cm™.
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3.3.3.5. Glutationa - S — Transferase

A atividade da GST (EC 2.5.1.18) foi determinada espetrofotometricamente pelo
método descrito por Hatton (1996). O meio de reacdo € constituido por tampé&o fosfato (100
mM KH2POg4, pH=7), 20 pnL de CDNB (100 mM) e um volume de amostra correspondente a
0,375 mg de proteina. O volume final reacional é de 2 mL.

A mistura reacional é incubada durante 2 minutos a 30°C, e 30 segundos depois do
término deste tempo a reacdo € iniciada com a adi¢ao de 30 uL. de GSH (100 mM) a mistura.
A cinética da reacdo foi acompanhada durante 2 minutos num espetrofotometro UV/Vis (Varian
Cary 50) a 340 nm.

Os resultados foram expressos em mM de CDNB conjugado.mint.mg? proteina,

recorrendo-se para tal ao coeficiente de extingdo molar do CDNB de 9,6 x 103 M cm™.

3.3.4 Determinacdo da peroxidacdo lipidica — Método de TBARS

A peroxidacdo lipidica foi avaliada com base no método descrito por Ottolenghi (1958).
Este método baseia-se na detecdo de produtos da peroxidacgdo lipidica que sdo reativos ao &cido
tiobarbiturico. O malondialdeido (MDA) é um dos produtos maioritarios resultantes da
peroxidacdo lipidica e, tipicamente, estes resultados sdo expressos em funcéo deste marcador.

O meio de reacdo é constituido por um volume de amostra correspondente a 0,5 mg de
proteina, 1 mL de reagente TBARS (0,38% TBA (m/v), 37,5% TCA (v/v) e 0,015% BHT (m/v))
e tampéo Tris-HCI (10 mM) em KCI (175 mM), de maneira a perfazer um volume final de 1,5
mL. Apo0s agitacdo, os tubos contendo a mistura reacional, tapados com esferas de vidro, foram
colocados num banho de &gua a 100°C durante 15 minutos. Ao fim deste tempo foram
arrefecidos por imersdo em gelo. O contetdo dos tubos foi centrifugado a 3000 rpm numa
centrifuga Hettich EBA 8S, durante 10 minutos. De cada tubo foram retirados 1000 pL para
uma cuvete e foi medida a absorvancia num espetrofotometro Varian Cary 50 a 530 nm.

Os resultados foram expressos em uM MDA.mg™* proteina, tendo-se recorrido para tal

ao coeficiente de extingdo molar do MDA de 1,56x10° Mt cm™,

3.3.5 Determinagdo do conteido em GSH e GSSG

A determinacgéo do teor em GSH e GSSG foi realizada pelo método descrito por Hissin
e Hilf (1976), por fluorimetria. Este método baseia-se na reacdo de grupos tiol (-SH) com o o-
ftaldeido (OPT).
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Para quantificagdo do GSH o meio reacional ¢ constituido por 25 uL. de amostra € um
volume de tampdo fosfato (100 mM KH2PQO4, 5 mM EDTA, pH=8) de maneira a perfazer o
volume de 2300 pL. Foram adicionados 200 uL de OPT (Img/mL) a cada mistura, tendo sido
esta agitada e incubada no escuro durante 15 minutos. Decorrido este tempo, procedeu-se a
leitura da intensidade num fluorimetro (Varian Cary Eclipse) usando a emissdo a 426 nm, com
excitacdo a 339 nm.

A quantidade de GSH foi calculada utilizando uma curva de calibracdo que sofreu o
mesmo tratamento que a amostra (anexo A). Os resultados foram expressos em uM GSH.mg™*
de proteina.

Para quantificacdo do GSSG o meio da reacdo continha 25 pL. de amostra e um volume
de NaOH (100 mM) de forma a completar o volume de 100 pL. De seguida, foram adicionados
40 pL de uma solucdo de N-etilmaleimida (NEM, 40 mM), sendo esta incubada a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Decorrido este tempo, completou-se o volume de 2300 uL,
utilizando-se para tal NaOH (100 mM). Foram seguidamente adicionados 200 puL de OPT (1
mg/mL), homogeneizou-se e incubou-se a mistura no escuro, durante 15 minutos. Decorrido
este tempo, procedeu-se a leitura da intensidade num fluorimetro (Varian Cary Eclipse) usando
a emissdo a 426 nm, com excitacdo a 339 nm, tal como foi realizado na quantificacdo do GSH.

O teor de GSSG foi determinado utilizando uma curva de calibragido (anexo B). Os

resultados foram expressos em pM GSSG.mg™ de proteina.

3.4 Avaliacéo da funcdo mitocondrial hepética

3.4.1 Atividades dos complexos mitocondriais e contetldo mitocondrial
3.4.11 Obtencao da fragdo mitocondrial

Para obtencdo das fragdes mitocondriais do material bioldgico, os figados foram
previamente descongelados e pesados, sendo de seguida transferidos para copos de vidro onde
foi adicionado 10% (m/v) de tampéo de homogeneizacao (Sacarose 200 mM, Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1mM pH=7,6).

As amostras foram cortadas com o auxilio de uma tesoura de forma a facilitar o processo
de homogeneizacdo, sendo transferidas para um Potter-Elvehjem e homogeneizadas num
homogeneizador mecanico Eurostar Power-B a 300 rotagcGes/minuto. Este processo permite

assim a lise e libertacdo de todo o contetdo celular.
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Os homogeneizados foram de seguida centrifugados a 800g durante 10 minutos a 4°C
(Sigma 2-16K), sendo no final descartado o precipitado e o sobrenadante sujeito novamente a
uma centrifugacdo nas mesmas condi¢bes. O sobrenadante resultante foi sujeito a uma
centrifugacdo a 14000g, 10 minutos a 4°C, sendo descartado o sobrenadante obtido. O
precipitado foi ressuspenso em 5 mL de tampdo de homogeneizacdo, com o auxilio de um
pincel. Apds este processo, centrifugou-se a mistura nas condicdes referidas anteriormente. O
precipitado obtido nesta centrifugacéo final corresponde a fragdo mitocondrial e foi ressuspenso
em 500 pL de tampdo de homogencizagdo. Foi realizada a quantificacdo de proteina desta
fracdo pelo método de Biureto, descrito previamente.

Antes da realizacdo dos ensaios de avaliacdo da atividade dos complexos mitocondriais,
as fracOes mitocondriais foram sujeitas a 3 ciclos de congelamento/descongelamento de
maneira a facilitar o acesso dos diferentes substratos ao local ativo dos diferentes complexos

enzimaticos a avaliar.

3.4.1.2 Citrato Sintase

A atividade da citrato sintase (EC 4.1.3.7), a 1% enzima do ciclo de Krebs, foi avaliada
espetrofotometricamente, a 412 nm, segundo o método descrito por Monteiro-Cardoso (2014).
A cinética reacional foi acompanhada num leitor de microplacas (BioTek — PowerWave-XS2),
recorrendo ao software Genb5, através da observacdo do aumento de absorvancia correspondente
a formacdo do TNB. Foram utilizadas microplacas de 96 pocos, sendo o volume final em cada
poco 200 uL.

O meio reacional é constituido por tampé&o Tris-HC1 (200 mM pH=8,0), 2 uL. de DTNB
(1,01 mM), 2 pL de Triton X-100 (10% v/v), 20 uL de oxaloacetato (10 mM) e 6 pL de acetil-
CoA (12,2 mM). A mistura foi incubada, durante 2 minutos, a 30°C.

A cinética reacional inicia-se com a adi¢cdo de um volume de amostra correspondente a
0,0125 mg de proteina, sendo feita de seguida a leitura de absorvancias durante 3 minutos.

Os resultados foram expressos em mM TNB.min.mg? de proteina, sendo para tal

utilizado o coeficiente de exting&o molar do TNB de 1,36 x 10 Mt.cm™.
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3.4.13 Complexo I

A atividade do complexo I, NADH desidrogenase (EC 1.6.99.3), foi determinada
espetrofotometricamente, acompanhando a oxidacdo do NADH através da diminuicdo de
absorvancia, pelo método descrito por Kiebish (2008).

O meio reacional é constituido por tampdo fosfato (KH2PQO4, 50 Mm, pH=7,5), 75 uL
de BSA (50 mg/mL) e 1,5 puL de decilubiquinona (50 mM). De seguida ¢ adicionado um volume
correspondente a 0,2 mg de proteina da fracdo mitocondrial. O volume final da reacdo ¢ de 1
mL.

A mistura foi de seguida incubada a 30°C durante 2 minutos, e 20 segundos antes do
término do tempo de incubacao foram adicionados 10 pL de NADH (10mM), sendo iniciada a
leitura da absorvancia. A cinética enzimatica foi acompanhada espetrofotometricamente
(Varian Cary 50) a 340 nm, durante 2 minutos.

Foi realizado ainda um ensaio com a mesma composic¢ao, apenas acrescentando 5 puL. de
rotenona (1mg/mL) antes da adi¢do da fracdo mitocondrial, por forma a avaliar a atividade
especifica do complexo I.

Os resultados foram expressos em puM NADH oxidado.min®.mg? de proteina,

utilizando-se para tal o coeficiente de extingio molar do NADH de 6,22 x 10° Mt cm™.

3.4.14 Complexo Il

A atividade enzimatica do complexo I, succinato desidrogenase (EC 1.3.5.1), foi
avaliada espetrofotometricamente, através da diminuicdo da absorvancia correspondente ao
consumo do 2-clorofenol-indofenol (DCPIP) a 600 nm, segundo 0o método descrito por King
(1967).

O meio reacional é constituido por tampdo fosfato (KH2POs, 100 Mm, pH=7,5), 40 uL
de BSA (50mg/mL), 2 uL de rotenona (1mg/mL), 10 uL de KCN (100 mM), 10 uL de ATP (10
mM), 20 pL de DCPIP (5 mM) e 20 uL de succinato (1M). E ainda adicionado um volume de
fragdo mitocondrial correspondente a 0,2 mg proteina, sendo o volume final da reacdo de 1 mL.

A mistura foi incubada durante 2 minutos a 30°C, e aproximadamente 20 segundos antes
do término deste periodo de tempo foram adicionados 2 pL. de decilubiquinona (50 mM). A

variacdo da absorvéancia foi acompanhada espetrofotometricamente durante 2 minutos.
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Os resultados da cinética enzimatica foram expressos em uM DCPIP oxidado.mint.mg? de
proteina, sendo utilizado para tal o coeficiente de extingdo molar do DCPIP de 2,1 x 10* M
cm?,

3.4.15 Complexo IV
A atividade enzimética do complexo IV, citocromo ¢ oxidase (EC 1.9.3.1) foi
determinada no espetrofotdmetro Varian Cary 50, acompanhando a oxidacdo do citocromo c,
representada na equacgdo abaixo (ndo acertada), e que se traduz por uma diminuicdo de
absorvancia, a 550 nm, segundo o método descrito por Ellis (2005).

Citocromo ¢ (Reduzido) + O, — Citocromo ¢ (Oxidado) + H.O

34.15.1 Preparacéao do citocromo ¢ 100% reduzido

Para realizacdo do ensaio foi necessaria a reducdo total do citocromo c. Para tal foi
preparada uma solugéo de citocromo ¢ 100 uM em tampao fosfato (KH2PO4 50 mM pH=7,5).
Foi retirado um 1 mL desta solucdo e medida a absorvancia, num espetrofotometro UV-Vis
(Varian Cary 50) (o valor deve aproximar-se de 0,7). De maneira a obter o citocromo ¢ 100%
reduzido é adicionada uma quantidade g.b. de ditionito de sddio, a solugdo de citocromo ¢
preparada, e procede-se novamente a medicao da absorvéancia. O valor da absorvancia para o
citocromo ¢ reduzido deve ser aproximadamente de 1,30, valor correspondente ao maximo de

absorvancia deste composto (anexo C).

34152 Ensaio cinético

O ensaio cinético iniciou-se com a incuba¢do do citocromo ¢ 100% reduzido numa
cuvete tapada com parafilme, durante 2 minutos a 30°C. Uns segundos antes do término deste
tempo, adicionou-se um volume de fracdo mitocondrial correspondente a 0,05 mg de proteina.
A mistura foi homogeneizada suavemente e de seguida procedeu-se a leitura da absorvancia
durante 2 minutos, a 550 nm. A mistura reacional tem um volume final de 1 mL

Os resultados foram expressos em uM citocromo ¢ oxidado.min™.mg™ de proteina,

utilizando-se para tal o coeficiente de extingio molar do citocromo ¢ de 19 x 10° Mt cm™.
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3.4.2 Avaliagdo da capacidade respiratéria mitocondrial
3.4.2.1 Preparacao do material bioldgico

Para avaliacdo da capacidade respiratoria mitocondrial, os figados a utilizar foram
retirados do congelador a -20°C e imediatamente cortados e pesados. O peso da amostra deve
ser aproximadamente 50 mg.

De seguida, o material foi transferido para copos de vidro, aos quais foram adicionados
500 uL de meio respiratorio (Manitol 220 mM, Sacarose 75 mM, EGTA 0,5 mM, MgCl, 3mM,
KH2PO4; 10 mM, HEPES 10 mM, BSA 0,1% (p/v), pH 7,4), a 4°C. O tecido foi cortado de
forma a facilitar a homogeneizacdo. Seguidamente, foi adicionado um volume de meio
respiratorio correspondente a 0,2% (m/v), e a mistura foi transferida para um Potter-Elvehjem.
onde foi homogeneizada num homogeneizador mecanico Eurostar Power-B a 300
rotagBes/minuto, por um curto periodo de tempo (10 cursos no maximo).

Depois de homogeneizadas, as amostras foram transferidas para tubos de Falcon e
colocados em gelo. Previamente a realizacdo de cada ensaio, os tubos contendo as amostras
foram manualmente homogeneizados por inversdes do tubo de forma a ressuspender todo o

contetdo celular.

3.4.2.2 Avaliacdo da velocidade respiratoria mitocondrial hepatica

A capacidade de respiragdo mitocondrial foi avaliada recorrendo a um respirometro de
alta resolugcdo OROBOROS® Oxygraph —2 k. As velocidades de consumo de oxigénio, foram
calculadas utilizando o software DatLab 4 analysis (versdo 4.2.1.50, Oroboros Instruments).

O protocolo experimental iniciou-se com a adicdo de 2 mL de amostra as camaras de
incubacédo do aparelho. As amostras foram incubadas durante aproximadamente 15 minutos, a
30°C, de forma a ser medida a velocidade de respiracdo sem a adi¢do de qualquer substrato ou
inibidor.

Para avaliacdo da respiracdo mitocondrial foram adicionados, sequencialmente, 0s
substratos e inibidores para os diferentes complexos mitocondriais em estudo: 5 pL
piruvato/malato (0,8M/0,8M) para avaliagdo do complexo I e 5 pL succinato (1M) para
avalia¢do do complexo II. A respiracao foi inibida pela adicdo de 5 pL rotenona (0,2M), inibidor
do complexo I, e adigao de 2 pLL KCN (1M), inibidor do complexo IV, e consequente inibidor
do transporte de eletroes pela CTE. Cada ensaio durou, aproximadamente, 45 minutos (anexo

D). Entre ensaios, as camaras de incubacdo sao lavadas com etanol a 96% (v/v) e de seguida
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com agua destilada. Os resultados da capacidade respiratéria mitocondrial foram expressos em
pmol O2.min"t.mg* de figado.

3.5 Analise estatistica

O programa GraphPad Prism 6® foi utilizado para a realizacdo do tratamento estatistico
de todos os resultados. A analise estatistica foi realizada através da aplicacdo do teste ANOVA
(one-way) e de segquida foi aplicado 0 Tukey’s Multiple Comparison Test.

Valores com p-value <0.05 foram considerados significativamente diferentes. Todos 0s

dados obtidos representam os valores médios £ SD (n=7), realizados em duplicado.
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V. Resultados e Discussao

4.1. Avaliacdo de marcadores séricos da funcéo hepatica

O figado tem como principais fungbes metabdlicas a regulacdo do metabolismo da
glicose e dos lipidos. E também responsével pela sintese de uma série de proteinas vitais, como
¢ 0 caso da albumina. Possui ainda a importante funcao de destoxificacdo de produtos tdxicos
enddgenos e exogenos (Chiang, 2014). Alteracdes ao nivel destes processos resultardo,
possivelmente, em variagGes nos teores de determinadas moléculas que participam nestas vias
metabolicas reguladas pelo figado. A detecdo destas alteracGes pode ser feita no soro, e assim
a sua avaliacao pode ser indicativa da funcédo geral do figado (Singh et al., 2011).

Devido a funcdo de destoxificagdo que o figado possui, as células deste 6rgdo podem
sofrer danos que podem levar a libertacdo do conteudo citoplasmatico para a corrente sanguinea
(ex. aspartato aminotransferase (AST) e a alanina aminotransferase (ALT)). Desta forma, a
atividade de algumas enzimas pode ser utilizada como indicador de danos a nivel hepatico, o

qual pode estar relacionado com algumas das doencas hepéticas (Chiang, 2014).

Tabela 111 — Avaliacéo da funcdo hepética através da quantificacdo do teor sérico em albumina, triacilglicerdis e
colesterol total, assim como da atividade da alanina aminotransferase (ALT), dos animais pertencentes a cada
grupo experimental. Todos os valores representam os valores médios = SD (n=7). *p<0,05; #p<0,001; @
comparativamente com NEX24; ® comparativamente com EX24; ¢ comparativamente com EX54;

NEX24 EX24 NEX54 EX54
Albumina 39,314£221 41,88+240  4113+416  40,46+0,79
(9/L)
ALT 39,78 +356 41,72+1024  32,23+4,69 31,24 6,64
(UIL)
Triacilglicerois | 4408112095 4739+1120 46,14%359 49,95+ 1379
(mg/dL)
Colesterol Total | g4 50+877  8479+444 11815+9,07%% 90,82+ 346
(mg/dL)

Os resultados obtidos para a avaliacdo sérica de marcadores da funcdo hepatica
mostraram que apenas o teor em colesterol total e a atividade da ALT apresentaram alteragdes
significativas relativamente ao aumento da idade ou em funcdo do plano de exercicio por nds
proposto, respetivamente. Ja o teor em albumina e triacilglicerdis mantiveram-se relativamente
constantes face a ambos os fatores avaliados. Os animais de maior idade apresentaram uma
maior quantidade de colesterol total comparativamente com 0s restantes grupos experimentais,
tendo esta alteracdo sido estatisticamente significativa. Ja 0s animais que praticaram exercicio
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durante 54 semanas apresentaram menor atividade da ALT, comparativamente com o0s restantes
grupos experimentais, sendo esta estatisticamente significativa comparativamente com 0s
animais que foram exercitados durante 24 semanas.

Com o aumento da idade, os lipidos sdo redistribuidos fora do tecido adiposo o que
resulta numa acumulacéo destas moléculas em tecidos ndo adiposos, como é o caso do coracao,
musculo esquelético e figado. A acumulagdo de lipidos, como os triacilglicerdis e o colesterol,
ao nivel hepéatico provocam o envelhecimento deste 6rgéo. Sendo o figado o principal regulador
do metabolismo lipidico, a ocorréncia de danos neste Orgdo, associados ao processo de
envelhecimento, ird certamente provocar alteragdes no metabolismo dos lipidos, o que podera
ainda provocar uma maior acumulagdo de danos (Sheedfar et al., 2013; Giorgi et al., 2018).

No estudo por nds proposto, 0 aumento da idade provocou um aumento estatisticamente
significativo ao nivel do teor de colesterol total. Apesar de os animais mais velhos por nos
utilizados terem somente 62 semanas de vida, pelo que ainda ndo podem ser considerados
animais senescentes, 0 aumento no teor desta molécula poderé ser entendido como uma das
consequéncias do processo de envelhecimento. Estes resultados estdo de acordo com o0s
resultados apresentados por Farkhondeh e colaboradores (2019), onde avaliaram 0s niveis
séricos de colesterol total em ratos Wistar com 80 semanas comparativamente com animais
com 8 semanas de vida. No entanto, o processo de envelhecimento ndo pareceu alterar os
restantes parametros bioquimicos avaliados a nivel sérico. O facto de os animais utilizados ndo
serem considerados velhos podera explicar esta auséncia de alteracdes.

Apesar do aumento do teor em colesterol verificado com o aumento da idade, o plano
de exercicio por nds imposto ao longo da vida, com uma duragdo de 54 semanas, foi suficiente
para reverter o incremento verificado. Um estudo realizado por Yoon e colaboradores (2014)
mostrou a auséncia de alteracOes estatisticamente significativas no soro de ratos Sprague-
Dawley face a um protocolo de exercicio semelhante ao por nés imposto, mas com uma duragédo
de apenas 5 semanas. Kazemi e colaboradores (2018) corroboram esta auséncia de alteracdes
ao nivel do soro ratos Wistar, sujeitos a um plano de exercicio igualmente semelhante ao por
nos imposto, mas durante 8 semanas. Tendo em conta esta informacao, para um exercicio a
uma intensidade moderada, a duracdo do treino para ser essencial para a reducdo dos niveis de
colesterol total na corrente sanguinea.

A ALT é dos marcadores séricos mais indicativo de dano hepatico, uma vez que esta
enzima se encontra presente maioritariamente ao nivel do figado, tendo um papel bastante

importante no metabolismo dos aminoacidos e na gluconeogénese (Singh et al., 2011). O
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aumento da idade € associado a um aumento da ALT, possivelmente como uma consequéncia
de possiveis danos ao nivel do figado provocados pelo processo de envelhecimento, tal como é
mostrado por alguns investigadores (Mizoguchi et al., 2010; Ramesh et al., 2012). No entanto,
no nosso estudo néo se verificou este aumento. Mais uma vez, o facto de os animais mais velhos
utilizados no nosso estudo possuirem apenas 62 semanas de vida e, por isso, ainda ndo serem
considerados animais velhos podera justificar estas diferencas.

Alguns estudos mostram que a pratica de alguns tipos de exercicio fisico encontra-se
associada a um aumento assintomatico das transaminases do figado, ou seja, a AST e ALT
(Pavlet et al., 2015). Um estudo realizado por Mizoguchi e colaboradores (2010), onde foram
avaliados os efeitos do exercicio agudo no soro de ratos Sprague-Dawley, mostrou um aumento
dos niveis séricos da ALT (Mizoguchi et al., 2010). No entanto, nada esta descrito na literatura
que o exercicio fisico, mesmo aquele que é praticado de forma aguda esteja associado a
disfuncdo hepatica (Ascensdo et al., 2013).

No nosso estudo, 0s animais que praticaram exercicio durante 54 semanas, ou seja, até
a meia idade, foram o grupo experimental que apresentou uma menor expressao da ALT a nivel
sérico. Esta diminuicdo foi estatisticamente significativa comparativamente com o exercicio
praticado durante 24 semanas. O facto de o exercicio fisico por nds avaliado ndo se tratar de
um exercicio agudo, mas sim de um treino que estara por detras de uma adaptacao cronica,
podera ser explicativo da auséncia do aumento da ALT face ao exercicio.

Apesar das alteracbes verificadas na atividade desta enzima, os valores obtidos
encontram-se dentro dos valores considerados normais da ALT no soro dos animais da espécie
e estirpe por nos utilizada (Valor médio ALT em Ratus Norvegicus — Wistar Unilever: 33 U/L)
(Boehm et al., 2007).

Desta forma, nenhum dos estimulos avaliados aparenta provocar qualquer disfuncédo
significativa a nivel hepéatico. O plano de exercicio por nds imposto, através da observacao
destes marcadores, parece provocar uma ligeira melhoria da funcdo hepatica, no entanto esta
ndo é significativa. O normal processo de envelhecimento parece provocar alteracfes ao nivel
do metabolismo lipidico, o que resulta num aumento do teor de colesterol circulante. Porém, a

pratica de exercicio ao longo da vida parece contrariar esta tendéncia.
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4.2. Avaliacédo da funcéo antioxidante hepatica

421 Atividades enzimaticas

4.2.1.1  Superoxido Dismutase

A SOD é considerada a primeira linha de defesa antioxidante enzimética. Nos
mamiferos, sdo conhecidas 3 isoenzimas, sendo estas classificadas conforme o metal de
transicdo presente no seu centro ativo e a sua localizacéo a nivel celular. A SOD 1 (Cu-Zn SOD)
encontra-se maioritariamente no citoplasma, sendo o tipo mais abundante. A SOD 3, possui 0s
mesmos metais do que a SOD1, mas esta presente apenas no meio extracelular (Bresciani et
al., 2015; Ye et al., 2015).

Ao nivel da matriz mitocondrial, encontra-se a SOD 2 (MnSOD), que se distingue dos
restantes tipos por apresentar como metal de transicdo o manganésio. Esta é considerada
essencial para a sobrevivéncia aerdbia, dai o aumento da expressdo desta isoenzima nos
organismos pode funcionar como uma forma preventiva de algumas patologias que tenham
como etiologia o stresse oxidativo (Bresciani et al., 2015; Ye et al., 2015).

Os resultados obtidos para a atividade da SOD nos diferentes grupos experimentais

encontram-se representados na figura 9.
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Figura 9 - Atividade da SOD em amostras de figado obtidas de animais submetidos a um plano de exercicio fisico
ao longo da vida. Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos: NEX 24 (ndo exercitados jovens — sacrificio as 24
semanas de exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem — sacrificio as 24 semanas de exercicio), NEX 54 (ndo
exercitados meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio), EX 54 (exercitados até a meia idade — sacrificio
as 54 semanas de exercicio). Na figura, barras com letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticamente
significativas, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferencas estatisticamente significativas. Todos
o0s dados apresentam valores médios + SD (n=7), com duas repeti¢des.
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A atividade enzimatica da SOD nos animais de meia idade mostrou um ligeiro aumento
de atividade (7%) quando comparada com os animais jovens. No entanto, este aumento néo se
apresentou estatisticamente significativo (p=0,573 para NEX24 vs NEX54).

O plano de exercicio nos animais que o0 praticaram até a idade jovem provocou um
aumento de 20% na atividade da SOD comparativamente com 0s animais da mesma idade néo
exercitados, sendo este aumento estatisticamente significativo (p<0,0001 para NEX24 vs
EX24). Nos animais exercitados até a meia idade, apesar de ter existido um aumento da
expressao da SOD de 10%, este ndo foi estatisticamente significativo (p=0,0655 para NEX54
vs EX54).

O processo de envelhecimento é caraterizado pela perda gradual da capacidade de
manutencdo da homeostase do organismo. Uma das consequéncias desta falha é a existéncia de
estados de stresse oxidativo (Gil del Valle, 2011). Apesar de ndo se saber exatamente ao certo
qual a resposta exata das enzimas antioxidantes hepéticas face ao envelhecimento, uma grande
parte dos estudos realizados mostram uma deplecéo, fazendo a SOD parte deste grupo. Mahesh
e colaboradores (2009) mostraram a existéncia de um decréscimo da expressao desta enzima, a
nivel hepatico, em ratos Wistar do sexo masculino com 88 semanas de vida, comparativamente
a animais com 16 semanas de vida. Estes resultados s&o corroborados por trabalhos onde séo
utilizados modelos animais com idades semelhantes pertencentes a mesma estirpe (Mauriz et
al., 2007). No entanto, existem alguns estudos que mostram um efeito contrario em modelos
semelhantes. Palomero e colaboradores (2001) observaram um aumento da atividade da SOD
em ratos Wistar machos com 96 semanas, comparativamente com animais de 4,8 e 16 semanas.
Esta variagdo de resultados torna dificil estabelecer uma correlagdo entre a atividade da SOD e
0 processo de envelhecimento.

No presente estudo, os animais de maior idade tinham 62 semanas, visto que nao era o
objetivo principal avaliar apenas o efeito da idade, mas sim avaliar o efeito do exercicio ao
longo da idade e qual o efeito desta pratica na prevencdo de algumas das consequéncias deste
processo. Os animais as 62 semanas sdo considerados animais de meia idade, porém na maioria
dos estudos em que se pretende avaliar as alterag0es da capacidade antioxidante em funcéo da
idade séo utilizados ratos cujas idades variam entre as 80 e 100 semanas. Desta forma, os ratos
utilizados no nosso estudo poderdo ainda ndo apresentar as consequéncias tdo acentuadas do
envelhecimento, o que podera justificar o facto de ndo se ter observado um decréscimo no grupo
NEX54 quando comparado com o NEX24. Isto pode significar que os animais nesta idade ainda

terdo alguma capacidade de resposta. Ja em animais com idades mais avangadas, como ha uma
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perda de capacidade de resposta a diferentes estimulos, a capacidade antioxidante total hepéatica
poderd ja ndo ser suficiente para neutralizar as ROS em excesso, 0 que explica a deplecdo
enzimatica observada por alguns investigadores, face ao processo de envelhecimento
(Jayakumar et al., 2007; Li et al., 2007).

Para além do efeito da idade, os resultados apresentados mostram que o exercicio fisico
consegue, pelo menos em parte, modular a atividade da SOD, quando praticado a longo prazo.
O exercicio fisico aerdbio de intensidade moderada praticado a longo prazo € associado a uma
adaptacdo crdnica baseada no principio de hormesis. Parte deste processo adaptativo passa por
uma estimulagéo do sistema de defesa antioxidante (Radak et al., 2008).

No presente estudo os animais praticaram exercicio ao longo de toda a sua vida, durante
24 ou 54 semanas. De acordo com os resultados obtidos, 24 semanas de treino sdo suficientes
para uma modulacéo significativa da atividade da SOD, a nivel hepético. As 54 semanas de
treino, continua-se a verificar esta tendéncia, tendo-se mantido a atividade da SOD praticamente
igual aquela que foi apresentada pelos animais treinados durante 24 semanas. Este aumento na
atividade da SOD é corroborado por diversos estudos publicados, e pode ser considerado como
uma resposta ao aumento da producdo de ROS consequente da préatica de exercicio fisico,
fazendo parte dos mecanismos adaptativos induzidos por esta prética.

Mallikarjuna e colaboradores (2010) mostraram um aumento da expressdo da SOD em
ratos Wistar do sexo masculino, com 20 e 80 semanas de vida, que praticaram exercicio fisico
em treadmill 30 min./dia, 5 dias/semana, durante um periodo de 8 semanas. Kakarla e
colaboradores (2005) obtiveram resultados idénticos num modelo de exercicio semelhante, mas
com a duragdo de 12 semanas e em animais com idades de 24 e 60 semanas. Nestes trabalhos,
a velocidade de corrida dos animais, ou seja, a intensidade do exercicio, € pré-definida sendo
essa a velocidade imposta a cada animal, independentemente da capacidade fisica individual.
No nosso estudo, os animais correram conforme as suas capacidades fisicas individuais,
avaliadas num teste de esforco realizado a cada 6 semanas, 0 que pode explicar o elevado tempo
de obtencdo de uma alteracdo no sistema enzimatico antioxidante.

Assim, o protocolo de exercicio por nds imposto leva a uma modulagdo da expresséo
hepéatica da SOD. Tal podera ser entendido como o inicio de uma resposta adaptativa a esta
pratica, que podera vir a ser vantajosa no combate aos estados de stresse oxidativo consequentes
da idade. Para além disto, o facto de o treino praticado durante 54 semanas permitir a
manutencdo da expressdo da SOD que foi induzida pelo treino durante 24 semanas, parece

indicar que esta pratica podera prevenir algumas das consequéncias do envelhecimento.
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4212 Catalase

A catalase é uma das principais enzimas responsaveis pela dismutagdo do H>O, em agua
e oxigénio, sendo por isso de elevada relevancia em alguns 6rgdos. E encontrada nos
peroxissomas da maioria das células, tecidos e 6rgdos, estando expressa em elevadas
quantidades ao nivel do figado e eritrocitos (Bresciani et al., 2015; Pisoschi e Pop, 2015).

Nos mamiferos, a SOD trabalha em conjunto com a catalase de forma a manter os niveis
de peroxido de hidrogénio produzidos pela SOD. Esta cooperacdo permite um controlo das
ROS em excesso (Ye et al., 2015).

Os resultados obtidos para a atividade da catalase nos diferentes grupos experimentais
encontram-se representados na figura 10.
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Figura 10 - Atividade da CAT em amostras de figado obtidas de animais submetidos a um plano de exercicio
fisico ao longo da vida. Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos: NEX 24 (ndo exercitados jovens — sacrificio
as 24 semanas de exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem — sacrificio as 24 semanas de exercicio), NEX
54 (ndo exercitados meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio), EX 54 (exercitados até a meia idade —
sacrificio as 54 semanas de exercicio). Na figura, barras com letras iguais ndo apresentam diferengas
estatisticamente significativas, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferengas estatisticamente
significativas. Todos os dados apresentam valores médios + SD (n=7), com duas repeticGes.

A atividade da catalase nos animais de meia idade apresentou-se cerca de 50% inferior
comparativamente com a atividade desta enzima nos animais jovens, sendo esta diminuicao
estatisticamente significativa (p<0,0001 para NEX24 vs NEX54).

O exercicio fisico a longo prazo, tal como observado em relacdo a atividade da SOD,
provocou um aumento na atividade da catalase. O treino durante 24 semanas provocou um
aumento da atividade da CAT, comparativamente com 0s animais ndo exercitados da mesma
idade. No entanto, contrariamente ao que ocorreu na SOD, este aumento de 12% na atividade
ndo se apresentou estatisticamente significativo (p=0,0884 para NEX24 vs EX24). O mesmo
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tipo de exercicio nos animais que o praticaram até a meia idade mostrou um aumento
estatisticamente significativo de 27% na atividade da catalase (p=0,0278 para NEX54 vs
EX54).

Estes resultados mostram que a CAT e a SOD apresentam uma resposta semelhante ao
plano de treino. No entanto, face & idade este padrdo ndo se mantém, uma vez que a CAT
apresenta uma diminuigéo significativa com o aumento da idade e na SOD néo se verificou
qualquer diferenca estatisticamente significativa.

Tal como descrito para a SOD, a literatura também néo é concordante acerca do efeito
da idade na expressdo da CAT. Jayakumar e colaboradores (2007) mostraram uma diminuigéo
da atividade enzimatica da catalase, em animais de 96 semanas, comparativamente com animais
com 12 semanas de vida. Pelo contrario, Mahesh e colaboradores (2009) mostraram um
aumento da expressao da catalase num modelo animal com idades semelhantes, ou seja 88
semanas de vida, e pertencente a mesma estirpe.

No presente estudo, 0 aumento da idade levou a uma menor expresséo da CAT, sendo
esta diminuicdo estatisticamente significativa. No entanto, no caso da SOD, apesar de ndo se
observarem diferencas estatisticamente significativas, esta sofreu um ligeiro aumento com o
envelhecimento. Assim, estes resultados parecem indicar que a nivel hepatico a CAT é
primeiramente afetada pelas consequéncias deletérias do envelhecimento (Mahesh et al., 2009).

A resposta da catalase face ao treino tem sido alvo de controvérsia, ao nivel do musculo
esquelético. Ao nivel do figado, essa controvérsia é ainda maior, uma vez que, no geral, ndo
existe concordancia sobre como é que o exercicio afeta as principais enzimas antioxidantes
neste 6rgdo (Cieslak et al., 2016; He et al., 2016).

Face ao plano de exercicio aplicado, a catalase parece responder de forma semelhante a
SOD, resultando num aumento da atividade desta enzima, possivelmente como consequéncia
dos estados de stresse oxidativo provocado por esta pratica. No entanto, apenas sdo observadas
diferencas estatisticamente significativas ao nivel da atividade da CAT com 54 semanas de
treino, enquanto que na SOD estes resultados ja sdo estatisticamente significativos as 24
semanas de treino. Estes resultados parecem ser indicativos que a SOD podera ser mais
rapidamente modulada por este estimulo comparativamente com a catalase, podendo mesmo
ser uma das primeiras enzimas a responder em situacdes de stresse uma vez que esta € a
principal enzima antioxidante, responsavel pela eliminagdo da ROS que é maioritariamente

produzida, ou seja, o radical superdxido. Esta estimula¢do enzimética, em funcdo do exercicio,
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estd de acordo com alguns resultados obtidos por outros investigadores em estudos realizados
com protocolos de exercicio semelhantes ao que foi usado no nosso estudo.

Gul e colaboradores (2006) mostraram uma variacdo semelhante entre a SOD e a CAT,
ao nivel do miocardio, em ratos Sprague-Dawley do sexo masculino, face a um plano de
exercicio fisico de corrida durante 8 semanas. Este estudo é corroborado por Navarro e
colaboradores (2003), a nivel hepatico, num modelo animal semelhante, que praticaram
exercicio durante 50 semanas.

Devido a relacdo existente entre a atividade catalitica da SOD e da CAT seria de esperar
que ambas as enzimas apresentassem uma resposta semelhante face aos dois fatores avaliados,
uma vez que um dos produtos da atividade da SOD, o perdxido de hidrogénio, é o substrato da
catalase. Assim, seria de esperar que um funcionamento eficaz da SOD fosse acompanhado,
em condicdes fisioldgicas normais, por uma funcédo eficaz da catalase de forma a eliminar o
excesso de H2O, produzido (Kakarla et al., 2005). No entanto, existem alguns estudos que
afirmam que o excesso do radical superdxido pode provocar uma inibicdo da atividade da CAT
(Palomero et al., 2001). O processo de envelhecimento esta associado a estados de stresse
oxidativo e, consequentemente, a existéncia de niveis elevados de radical superéxido o que
poderd justificar a deplecdo observada na CAT com a idade. A ligeirissima estimulacdo
observada ao nivel da atividade da SOD podera néo ter sido suficiente para eliminar o radical
superoxido em excesso, pelo que poderé ocorrer oxidagdo de biomoléculas.

Apesar disto, o treino mostrou uma regulacdo semelhante de ambas as enzimas. O facto
de o exercicio estar associado a um aumento de producdo de ROS pode explicar o aumento de
atividade verificado na SOD. O radical superdxido ao ser eficazmente eliminado pela SOD,
uma vez que esta enzima se encontra a funcionar corretamente, ir provocar um aumento de
producdo de H>O», o que resultard na estimulacdo da atividade da CAT. O tempo de treino
parece ser essencial para que ocorra esta estimulacdo significativa da CAT, uma vez que a
diferenca estatisticamente significativa é somente observada as 54 semanas de treino.

O perfil de resposta semelhante para a SOD e CAT, face ao treino, pode mostrar que a
regulagcdo destas enzimas, possivelmente, poderd ter vias de sinalizacdo interligadas. No
entanto, até a data ndo existe tal confirmacdo pois desconhecem-se 0s mecanismos celulares
exatos que regulam estas enzimas face a estados de stresse oxidativo gerados por determinado
tipo de exercicio (He et al., 2016).

Assim, a préatica de exercicio durante 54 semanas parece ser essencial para que ocorra

uma estimulacdo significativa da atividade da catalase. Mais uma vez, esta estimulacdo pode
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ser entendida como uma resposta adaptativa face ao treino, mas que apenas ocorre quando o
treino é mais prolongado. Para além disto, o protocolo de exercicio por nés proposto pareceu
ser eficaz em contrariar, em certa medida, a deplecédo da atividade da CAT com o aumento da
idade.

4.2.1.3 Glutationa Peroxidase

A GPx tem a capacidade de catalisar a reducéo de vérios hidroperdxidos, como € o caso
do H203, utilizando a GSH como dador de eletrdes. Desta forma, para o correto funcionamento
da GPx os niveis de GSH tém que ser mantidos dentro dos valores adequados. Existem 8 tipos
de glutationas peroxidase nos mamiferos, sendo classificadas com base na auséncia ou presenga
de selénio no seu centro catalitico (Powers e Jackson, 2008; Pisoschi e Pop, 2015; Ye et al.,
2015).

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade da GPx encontram-se representados na

figura 11.
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Figura 11 - Atividade da GPx em amostras de figado obtidas de animais submetidos a um plano de exercicio
fisico ao longo da vida. Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos: NEX 24 (ndo exercitados jovens — sacrificio
as 24 semanas de exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem — sacrificio as 24 semanas de exercicio), NEX
54 (ndo exercitados meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio), EX 54 (exercitados até a meia idade —
sacrificio as 54 semanas de exercicio). Na figura, barras com letras iguais ndo apresentam diferengas
estatisticamente significativas, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferencas estatisticamente
significativas. Todos os dados apresentam valores médios + SD (n=7), com duas repeticGes.
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A avaliacdo da atividade da GPx nos diferentes grupos de animais mostrou que os ratos
de meia idade apresentaram uma diminuicdo de atividade, estatisticamente significativa, de
cerca de 11%, comparativamente aos animais jovens (p<0,0001 para NEX24 vs NEX54).

A prética de exercicio durante 54 semanas, ou seja, até a meia idade ndo provocou
qualquer alteracdo estatisticamente significativa, comparativamente com os animais da mesma
idade nédo exercitados (p=0,1377 para NEX54 vs EX54). No entanto, o treino durante 24
semanas, ou seja, até a uma idade jovem provocou uma diminuicdo de 15% na atividade da
enzima em questdo, comparativamente com 0s animais nao exercitados da mesma idade, sendo
esta diminuicao estatisticamente significativa (p=0,0025 para NEX24 vs EX24).

Estes resultados mostram que, relativamente a idade, a GPx apresenta um padréo
semelhante ao da CAT. No entanto, face ao exercicio fisico praticado ao longo da vida, a GPx
apresentou uma resposta contraria aquela apresentada pela SOD e CAT.

Apesar da literatura apresentar algumas discordancias acerca da variagdo da atividade
da GPx face ao aumento da idade, no geral parece existir uma deple¢do com o envelhecimento,
a nivel hepatico. Li e colaboradores (2007) mostraram, a nivel hepatico, uma diminuicéo do
teor da GPx em animais com 80 semanas comparativamente a animais de 12 semanas. Estes
resultados séo corroborados por Aydin e colaboradores (2010) num modelo animal semelhante.
Assim, estes estudos parecem corroborar os resultados obtidos no nosso estudo. Apesar dos
ratos mais velhos utilizados no nosso estudo terem apenas 62 semanas e, como tal, ainda néo
serem considerados ratos velhos, comecam ja, relativamente a atividade de algumas enzimas
antioxidantes, a apresentar um padrdo semelhante ao apresentado pelos ratos mais velhos. O
facto de o figado ser um 6rgdo de elevada capacidade metabdlica, faz com que este possa ser
um dos primeiros 6rgaos a ser afetados pelo processo de envelhecimento o que faz com que as
consequéncias deste processo possam ser detetaveis mais precocemente a este nivel
(Schmucker, 2005).

Segundo os nossos resultados, o plano de exercicio praticado pelos animais durante as
24 e 54 semanas esta associado a uma diminuicdo da atividade da GPx, sendo esta
estatisticamente significativa as 24 semanas de treino, comparativamente com os animais da
mesma idade ndo exercitados.

N&o existe grande concordancia na literatura acerca da variagdo da atividade da GPx
face a pratica de exercicio fisico. Pey e colaboradores (2003) mostraram uma diminuicdo da
atividade enzimatica em ratos Wistar, face a um protocolo de corrida em treadmill, 45

minutos/dia, 5 dias/semana, a uma velocidade de 25m/minutos durante 12 semanas.
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Contrariamente, Mallikarjuna e colaboradores (2010) apresentaram um aumento de atividade
num modelo animal semelhante onde foi aplicado um plano de exercicio semelhante, com
excecao que foi aplicado apenas durante 8 semanas.

A CAT e a GPx possuem a capacidade de eliminacéo de perdxido de hidrogénio, apesar
da GPx também possuir a capacidade de eliminacao de outros hidroperdxidos. Assim, tendo em
conta esta relacdo, a diminuicdo da atividade apresentada pela GPx nos grupos dos animais
exercitados, durante 24 e 54 semanas, podera ser explicada pelo facto do aumento da atividade
da CAT ter sido eficaz na eliminagdo do aumento de H>O- produzido, o que indica que esta
poderd ser a principal enzima responsavel pela dismutacdo do H-O>, numa situagao de treino.

No entanto, seria expectavel ter-se observado um aumento da atividade da GPx as 24
semanas de treino tendo em consideracdo o facto de se ter verificado, neste grupo, um grande
aumento da peroxidacao lipidica, com o consequente aumento da formacao de hidroperoxidos
lipidicos (figura 14). J& com as 54 semanas de treino verificou-se uma diminuicdo na
peroxidacao lipidica a nivel hepético. Visto que esta diminui¢do ndo podera ser justificada pelo
aumento da atividade desta enzima, terd provavelmente resultado de possiveis mecanismos
adaptativos que terdo levado a um menor stresse oxidativo e, consequentemente, um nivel de

peroxidagdo lipidica menos elevado.

4214 Glutationa Redutase

A GR, apesar de ndo se encontrar diretamente envolvida na eliminacdo das ROS, tem
um papel de elevada importancia, uma vez que é a principal enzima responsavel pela conversao
da GSSG em GSH, utilizando o NADPH como dador de eletrbes (Ji e Leichtweis, 1997; Powers
e Jackson, 2008).

Desta forma, esta enzima é essencial para a reposicdo dos niveis celulares de GSH
necessarios a correta atividade de outras enzimas antioxidantes, como é o caso da GPx e GST,
bem como do estado redox da célula, visto que a GSH é o principal antioxidante endégeno ndo
enzimatico (Birben et al., 2012; Lu, 2013).

Os resultados da atividade da GR ao nivel dos diferentes grupos experimentais

encontram-se representados na figura 12.
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Figura 12 - Atividade da GR em amostras de figado obtidas de animais submetidos a um plano de exercicio fisico
ao longo da vida. Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos: NEX 24 (ndo exercitados jovens — sacrificio as 24
semanas de exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem — sacrificio as 24 semanas de exercicio), NEX 54 (ndo
exercitados meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio), EX 54 (exercitados até a meia idade — sacrificio
as 54 semanas de exercicio). Na figura, barras com letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticamente
significativas, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferencas estatisticamente significativas. Todos
os dados apresentam valores médios + SD (n=7), com duas repetices.

Os resultados obtidos para a GR mostraram que tanto a idade como o exercicio
provocaram uma diminuicao na atividade desta enzima. Relativamente a idade, os animais de
meia idade apresentaram uma diminuicdo estatisticamente significativa na atividade quando
comparada com a atividade da GR nos animais mais jovens (p<0,0001 para NEX24 vs NEX
54). Quanto ao exercicio, verificAmos que, tanto nos animais que praticaram exercicio até a
idade jovem como nos que o praticaram até a meia idade, a atividade sofreu um decréscimo,
ainda que s6 nos animais mais jovens essa diferenca tenha sido estatisticamente significativa
(p<0,0001 para NEX24 vs EX24).

Tendo em conta que a GR € essencial para a manutencdo dos niveis intracelulares de
GSH, e que esta molécula é um cofator necessario a atividade da GPx, sera de esperar que uma
alteracdo significativa ao nivel da atividade da GPx seja acompanhada por uma alteragdo ao
nivel da GR, de forma a garantir as condi¢fes necessarias para o correto funcionamento da GPx
(Kakarla et al., 2008; Lu, 2013). Os resultados por nos apresentados acabam por corroborar
esta afirmacdo, uma vez que a GR e a GPx respondem de forma semelhante ao processo de
envelhecimento e ao plano de treino avaliado.

A deplecdo registada na atividade da GR em fungdo da idade segue o padrdo

previamente observado noutras enzimas analisadas, nomeadamente a CAT e a GPx. Assim, é
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corroborada a ideia de que apesar dos animais utilizados ainda ndo serem considerados velhos,
mas sim de meia idade, algumas das enzimas antioxidantes comegam a apresentar, ao nivel
hepatico, alguns dos efeitos deletérios associados ao processo do envelhecimento, pertencendo
a GR a este grupo de enzimas. Estes resultados sdo corroborados por um estudo realizado por
Ramesh e colaboradores (2012), onde mostram uma diminuicdo estatisticamente significativa
da atividade da GR, a nivel hepético, em ratos Sprague-Dawley do sexo masculino, com 48
semanas de vida comparativamente com animais com apenas 8 semanas de idade.

O comportamento da atividade da GR face a um plano de exercicio ndo apresenta grande
concordancia ao nivel da literatura, tal como ocorre para o caso da GPx. No entanto, a a¢do da
GR sera de extrema importancia na préatica de exercicio, uma vez que durante o exercicio fisico
ha oxidacdo de uma grande quantidade de GSH como consequéncia da elevada quantidade de
ROS produzida, especialmente no musculo, mas também no figado e em outros 6rgéos. Assim,
durante a pratica de exercicio, serd essencial uma atividade eficiente da GR de forma a ser
mantido o equilibrio redox a nivel celular (Steinbacher e Eckl, 2015).

No entanto, o plano de treino avaliado, tanto praticado durante 24 como 54 semanas,
provocou uma diminuicdo da atividade da GR, sendo esta estatisticamente significativa as 24
semanas de treino. Esta diminuicdo esta de acordo com alguns estudos realizados por outros
investigadores. Taysi e colaboradores (Taysi et al., 2008) observaram uma diminui¢do da
atividade da GR em ratos Sprague-Dawley, a nivel hepético, face a um plano de exercicio
semelhante aquele por nés imposto, mas com uma duracdo de 8 semanas.

Assim, a diminuicdo na atividade da GR face ao treino ao longo prazo podera ser uma
resposta a diminuicdo da atividade da GPx, tendo em conta que a atividade destas enzimas
apresenta uma interligacao.

Desta forma, a pratica de exercicio durante 24 semanas aparentemente ndo é suficiente
para provocar uma estimulacdo da GR, tal como aconteceu com a GPx. O treino durante 54
semanas também ndo provocou esse efeito, no entanto, a diminuicdo observada ndo pareceu

afetar negativamente a funcdo antioxidante hepatica.

4215 Glutationa - S — Transferase

A GST ¢é a enzima responsavel pela formacgéo de conjugados tidester de uma série de
produtos toxicos produzidos no metabolismo, assim como de xenobiéticos, de forma a que

sejam mais facilmente excretados do organismo. Estas reacdes de conjugacéo utilizam GSH dai
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ser requerida uma concentracdo adequada desta molécula para o correto funcionamento da
enzima em questdo (Ji e Leichtweis, 1997; Ye et al., 2015).

Esta enzima é das enzimas responsaveis pela biotransformacéo (Fase 11) de moléculas
por forma a que possam ser mais facilmente excretadas. O facto de eliminar produtos toxicos
que possam contribuir para a possivel existéncia de estados de stresse oxidativo permite
também a sua classificagdo como uma enzima antioxidante (Sharma et al., 2004; Ye et al.,
2015).

Os resultados obtidos para a atividade da GST ao nivel dos diferentes grupos

experimentais encontram-se representados na figura 13.

0.8+

HH=

Atividade da GST

(mM CDNB.min".mg " proteina)

NEX 24 EX 24 NEX 54 EX 54

Figura 13 - Atividade da GST em amostras de figado obtidas de animais submetidos a um plano de exercicio
fisico ao longo da vida. Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos: NEX 24 (ndo exercitados jovens — sacrificio
as 24 semanas de exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem — sacrificio as 24 semanas de exercicio), NEX
54 (ndo exercitados meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio), EX 54 (exercitados até a meia idade —
sacrificio as 54 semanas de exercicio). Na figura, barras com letras iguais ndo apresentam diferencas
estatisticamente significativas, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferengas estatisticamente
significativas. Todos os dados apresentam valores médios + SD (n=7), com duas repeticGes.

A atividade da GST ndo apresentou qualquer alteracdo estatisticamente significativa
quando comparando os animais de meia idade com os animais jovens (p=0,9910 para NEX24
vs NEX54).

O plano de exercicio fisico tanto praticado até a uma idade jovem, como praticado até
a meia idade, provocou uma diminuicdo de 14% e 17%, respetivamente, comparativamente
com os animais da mesma idade ndo exercitados. Em ambos os casos a diminui¢do foi
estatisticamente significativa (p=0,0142 para NEX24 vs EX24, p=0,0039 para NEX54 vs
EX54).
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Estes resultados mostram que a GST apresenta uma resposta semelhante a GPx e GR,
face ao exercicio fisico ao longo da vida, uma vez que os resultados apresentam um padrdo
semelhante. Ja face ao fator idade, a GST ndo parece sofrer os efeitos deletérios aparentemente
associados ao processo de envelhecimento. O facto dos animais mais velhos por nos utilizados
terem 62 semanas de idade poderd justificar, mais uma vez, esta auséncia de alteracdo na
atividade da enzima em questdo, pelo que ainda ndo se observard a deplecdo registada por
alguns investigadores na atividade desta enzima em animais em senescéncia, apesar de algumas
das enzimas antioxidantes ja se mostrarem afetadas (Parildar-Karpuzo et al., 2008).

Com o aumento da idade, principalmente a nivel hepético, existe um aumento da
formacdo e acumulacdo de produtos enddgenos toxicos, possivelmente devido a disfuncdes
metabolicas associadas ao envelhecimento. Tendo em conta que a GST é responsavel pela
eliminacdo de alguns destes produtos, esta relagdo podera justificar o aumento da GST face a
idade que € apresentada em alguns estudos (Jang et al, 2001). No entanto, se 0 modelo animal
utilizado ja se encontrar em senescéncia e 0s produtos toxicos superarem a capacidade hepéatica
da sua destoxificacdo, sera de esperar uma deplecdo na atividade enzimatica da GST, tal como
é descrito num estudo realizado por Mahesh e colaboradores (2009). No nosso caso, a auséncia
de alteracdes nesta atividade poderé ser justificada pelo facto de os animais ainda possuirem
alguma capacidade de resposta uma vez que ainda ndo se encontravam em senescéncia.

A literatura é escassa acerca do comportamento desta enzima face a qualquer tipo de
exercicio, e a existente ndo apresenta grande concordancia entre si. O facto da GST estar
envolvida maioritariamente no processo de destoxificacdo, faz com que ndo seja objeto
principal de estudo face a um plano de treino. No entanto, tendo em conta a capacidade que esta
enzima possui na eliminacédo de hidroperdxidos, que podem ser produzidos durante a préatica de
alguns tipos de exercicio, também serd importante entender como é que esta responde a este
tipo de prética (Gul et al., 2006).

O plano de exercicio em questdo, tanto praticado até a uma idade jovem como
praticado até a meia idade provocou uma diminuicdo da atividade da GST, sendo esta
diminuicdo estatisticamente significativa em ambos os casos. Estes resultados estdo de acordo
com alguns estudos realizados por outros autores. Taysi e colaboradores (2008) observaram
uma diminuicdo da atividade da GST face a um plano de exercicio fisico com a duracéo de 8
semanas, 5 dias/semana, 1,5h/dia.
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Tendo em conta a capacidade de destoxificacdo da GST seria de esperar que as 24
semanas de treino existisse uma estimulacdo da sua atividade, uma vez que os niveis de
peroxidacdo lipidica (figura 14), e consequentemente os niveis de hidroperoxidos lipidicos, se
apresentaram elevados. No entanto, a diminui¢do da atividade enzimatica observada as 24
semanas de treino podera ser considerada uma consequéncia de possiveis estados de stresse
oxidativo, a nivel hepatico, provocado pela prética de exercicio fisico, uma vez que
aparentemente os animais nao tinham capacidade enddgena para combater este aumento da
producdo de ROS. Estes resultados sdo corroborados através da avaliacdo de outros marcadores
de stresse oxidativo que mostraram que o treino durante as 24 semanas resultou num aumento
do dano oxidativo a nivel hepatico. Isto podera ser uma consequéncia de ainda ndo se terem
desenvolvido os mecanismos adaptativos associados a pratica de exercicio.

Por sua vez, as 54 semanas de treino existiu uma diminuicdo do dano oxidativo,
traduzido numa diminuicdo significativa da peroxidacéo lipidica. Tal como ocorreu no caso da
GPx, a deplegdo observada na atividade da GST ndo podera justificar a auséncia de dano ao
nivel das membranas lipidicas, pelo que possivelmente ter-se-do desenvolvido mecanismos
adaptativos, a outros niveis, que justificardo esta auséncia. O facto da GST e da GPx terem em
comum a capacidade de eliminagdo de hidroperoxidos consequentes da peroxidacéo lipidica,
pode explicar o facto de ambas as enzimas apresentarem uma resposta semelhante face aos
estimulos avaliados (Sharma et al., 2004). No entanto, a diminuicdo da atividade destas enzimas
as 54 semanas de treino também podera ser entendida como uma consequéncia do processo
adaptativo que provocou uma diminuicdo dos hidroperdxidos e, como tal, ndo sera necessaria
uma elevada atividade por parte destas enzimas.

Desta forma, a resposta adaptativa provocada pelo treino a longo prazo parece
conseguir atenuar alguma das consequéncias do processo de envelhecimento, a nivel hepatico,

apesar de ndo ter induzido uma estimulacédo da atividade da GST.

4.2.2  Avaliagdo da peroxidacdo lipidica
A peroxidacao lipidica é uma das consequéncias do ataque aos lipidos pelas ROS em
excesso, consequentes dos estados de stresse oxidativo. Estas biomoléculas sdo das mais
suscetiveis a sofrer oxidacdo, sendo este processo considerado irreversivel, uma vez que a
célula ndo possui mecanismos que permitam a reversdo do processo (Bresciani et al., 2015;
Pisoschi e Pop, 2015).
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Os produtos da peroxidacdo lipidica sdo rapidamente convertidos em compostos
secundarios, como 0s isoprostanos, e principalmente, aldeidos. O malondialdeido (MDA) é o
subproduto final maioritario. Estes e outros subprodutos sdo considerados bons marcadores de
stresse oxidativo (Birben et al., 2012; Bresciani et al., 2015).

Os resultados obtidos para a avaliacdo da peroxidacdo lipidica em diferentes fracGes

lipidicas encontram-se representados na figura 14, e foram expressos em uM MDA.mg
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Figura 14 - Avaliacdo da peroxidacéo lipidica pelo método de TBARS, em amostras de figado obtidas de animais
submetidos a um plano de exercicio fisico ao longo da vida. (A) Teor de MDA no pellet 1, fracao total, resultante
da 1° centrifugagdo (1500 g); (B) Teor de MDA no pellet 2, fragcdo mitocondrial, resultante da jungéo dos pellets
da 2° e 3° centrifugacao (8000 g e 14 000 g, respetivamente); Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos: NEX 24
(ndo exercitados jovens — sacrificio as 24 semanas de exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem — sacrificio
as 24 semanas de exercicio), NEX 54 (ndo exercitados meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio), EX 54
(exercitados até a meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio). Na figura, barras com letras iguais ndo
apresentam diferencas estatisticamente significativas, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferencas
estatisticamente significativas. Todos os dados apresentam valores médios + SD (n=7), com duas repetices.

Na fragdo total, a idade provocou um aumento do teor em MDA ao nivel hepéatico, uma
vez que a concentragdo desta molécula aumentou cerca de 90% nos animais de meia idade,
comparativamente com 0s animais jovens, tendo este aumento sido estatisticamente
significativo (p=0,0007 para NEX24 vs NEX54). Os animais exercitados até a idade jovem
apresentaram um aumento significativo de cerca de 96% do conteddo em MDA,
comparativamente com os animais da mesma idade néo exercitados (p<0,0001 para NEX24 vs
EX24). Nos animais de meia idade, verifica-se o oposto, tendo-se verificado uma diminui¢ao
da peroxidagdo lipidica de cerca de 14%, no entanto esta diminui¢cdo ndo € estatisticamente
significativa (p=0,8644 para NEX54 vs EX54).

Na fracdo mitocondrial, o teor em MDA nos diferentes grupos experimentais apresentou

um padrdo semelhante aos resultados obtidos para a fragdo total. No entanto, apenas os animais
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exercitados até a idade jovem apresentaram um aumento estatisticamente significativo no
contetido desta espécie quando comparado com os restantes grupos (p<0,0001 para NEX24 vs
EX24, EX24 vs NEX54, EX24 vs EX54).

Os nossos resultados obtidos para a peroxidacdo lipidica em ambas as fracdes
apresentaram um comportamento semelhante. A principal diferenca observada entre ambas as
fracOes verifica-se ao nivel dos animais jovens ndo exercitados (NEX24), onde a fracdo
mitocondrial apresentou uma concentracdo de MDA cerca de 8 vezes superiores a fracdo total,
sendo esta diferenca estatisticamente significativa (resultados ndo apresentados).

Segundo a teoria do envelhecimento dos radicais livres, o aumento da idade esta
associado a existéncia de um estado pro-oxidante que, por falha de uma resposta por parte do
organismo para combater este estado, acaba por causar dano oxidativo ao nivel das
biomoléculas, como € o caso dos lipidos (Gil del Valle, 2011). Assim, niveis elevados de
peroxidacao lipidica parecem estar associados ao hormal processo de envelhecimento. Mauriz
e colaboradores (2007) mostraram um aumento dos niveis de peroxidac&o lipidica, a nivel
hepético, em ratos Wistar com 80 semanas. Estes resultados sdo corroborados por Corban e
colaboradores (2014) num modelo animal com a mesma idade.

Os resultados mostram claramente que, as 62 semanas de vida os animais que nao foram
exercitados apresentam, na fracdo total, um aumento significativo na peroxidacdo lipidica.
Estes resultados poderdo ser justificados pelo inicio de perda de capacidade de funcédo
antioxidante hepatica, traduzida pela diminuicdo da atividade catalitica de algumas das enzimas
antioxidantes e, eventualmente, de antioxidantes endégenos ndo enzimaticos (Mauriz et al.,
2007; Manikonda e Jagota, 2012). No entanto, na fragdo mitocondrial, principal local onde
ocorre a producdo de ROS, nédo se verifica qualquer diferenca significativa com a idade nos
grupos nédo exercitados. Isto podera significar que as defesas antioxidantes nesta fracdo serdo
mais eficientes na protecdo contra a oxidacgdo dos lipidos membranares, uma vez que 0s animais
ainda ndo se encontram em senescéncia e, como tal, ndo apresentardo evidentes todas as tipicas
consequéncias do processo de envelhecimento.

Relativamente ao exercicio, os resultados obtidos as 24 semanas de treino indicam que
no inicio do treino haver4d um aumento na producdo de ROS o qual ir4 provocar stresse
oxidativo antes que a resposta celular antioxidante possa contrabalancgar este efeito.
Curiosamente, nos animais que praticaram exercicio durante 54 semanas, o contetido em MDA
é inferior aos dos animais ndo exercitados e significativamente menor quando comparado com

0 grupo EX24.
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Estudos anteriores e j& descritos na literatura, indicam que o treino regular e de
intensidade moderada parece levar a uma reducdo dos niveis de peroxidagdo lipidica. A
justificacdo baseia-se no facto de que o exercicio fisico praticado a longo prazo encontra-se
associado a uma estimulacdo das defesas antioxidantes, permitindo que o organismo esteja
equipado com mecanismos de defesa eficazes de forma a eliminar as ROS mesmo quando
produzidas de forma exacerbada, evitando assim o possivel dano oxidativo (Radak et al., 2013).

Assim, o aumento da peroxidacdo lipidica nos animais que treinaram durante 24
semanas, ou seja, até a uma idade jovem, é corroborado pela insuficiente atividade enzimatica
no grupo em questdo, tal como foi observado até agora. Apesar da SOD e da CAT, as principais
enzimas antioxidantes, terem sofrido uma estimulacdo face ao treino, esta ndo terd sido
suficiente para eliminar totalmente as ROS provocadas pela pratica de exercicio, 0 que podera
justificar o aumento da peroxidacdo lipidica observada neste grupo. O facto das restantes
enzimas avaliadas terem sofrido um decréscimo podera também ter contribuido para este
aumento. Assim, a resposta antioxidante aos niveis de ROS formadas pela préatica de exercicio
fisico durante 24 semanas ndo foi suficiente para evitar o dano oxidativo. Estes resultados estdo
de acordo com alguns estudos publicados por outros autores. Mallikarjuna e colaboradores
(2009) mostraram um aumento da peroxidacéo lipidica face a um plano de exercicio semelhante
ao utilizado no nosso estudo, mas com uma duragéo de 8 semanas. Yoon e colaboradores (2014)
obtiveram também resultados concordantes com 0 nossos.

Ja os animais que treinaram durante 54 semanas, apresentaram valores de MDA mais
baixos do que os animais da mesma idade ndo exercitados, apesar da diferenca ndo ser
estatisticamente significativa. Pey e colaboradores (2003) mostraram um padrdo de resultados
semelhantes, em ratos Wistar do sexo masculino sujeitos a um plano de exercicio durante 12
semanas (Pey et al., 2003). Esta tendéncia é corroborada por Chae e colaboradores (2008) ao
nivel do masculo esquelético de um modelo animal sujeito a um plano de exercicio durante 8
semanas. Esta diminuicdo pode ser considerada um efeito da alteracdo ao nivel do sistema
antioxidante enzimatico provocado pela prética de exercicio continuada no tempo, que resultou
no desenvolvimento de uma série de mecanismos adaptativos, a este nivel. Previamente, foi
observado que o treino a longo prazo levou a uma estimulagcdo da atividade das principais
enzimas antioxidantes, a SOD e a CAT. Este incremento podera estar na base da eficiente
remocao dos niveis de ROS em excesso resultantes de cada sessdo de exercicio, e como tal

explica a diminuta peroxidagdo lipidica existente ao nivel deste grupo experimental.
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Os resultados obtidos para a peroxidagdo lipidica ao nivel da fracdo celular e
mitocondrial apresentaram uma tendéncia muito semelhante. Tal pode indicar, em parte, que a
principal fonte de ROS durante a pratica de exercicio, a nivel hepético, podera ndo ser a
mitocondria, mas sim uma fonte externa a este organelo. Alguns estudos, tém apontado as
NADPH oxidases como uma fonte de ROS ao nivel do musculo esquelético, se ndo a principal,
aquando da pratica de exercicio (Sakellariou et al., 2014). A nivel hepético, a informacédo é
limitada. Existem autores que apontam a mitocondria como a principal responsavel pela
producdo de ROS durante o exercicio. Mais recentemente, a xantina oxidase tem despertado a
atencdo como uma fonte de ROS significativa durante a pratica de exercicio a nivel hepético,
uma vez que esta bastante presente no figado, e a sua atividade apresenta-se aumentada durante
0 exercicio, segundo alguns estudos (Ascenséo et al., 2013; Pillon Barcelos et al., 2017).

Desta forma, os resultados da peroxidacdo lipidica corroboram as conclusdes
apresentadas até agora. De facto, aparentemente 54 semanas de treino moderado, ou seja,
aproximadamente um ano, serdo suficientes para, a nivel hepatico, se conseguir uma adaptacao

crénica ao exercicio.

4.2.3  Avaliagdo do teor em GSH e GSSG

A GSH é uma das moléculas com maior importancia na manutencao do estado redox
celular, uma vez gque tem a capacidade de neutralizar as ROS quando em excesso, prevenindo
a ocorréncia de danos oxidativos ao nivel das biomoléculas. Desta forma, é de extrema
importancia a manutencdo dos niveis desta molécula na sua forma reduzida (Hey e Loscalzo,
2012; Lu, 2013).

A razdo entre a forma reduzida e oxidada da glutationa (GSH/GSSG) é um dos
marcadores do stresse oxidativo celular mais utilizados. A exposi¢cdo da GSH a niveis de ROS
elevados, resultard na oxidagdo desta molécula, o que ira levar a uma diminui¢do da razéo
intracelular de GSH/GSSG (Birben et al., 2012; Handy e Loscalzo, 2012).

Os resultados obtidos para a quantificacdo da GSH e GSSG, assim como a razao entre

estas duas moléculas, encontram-se representados na figura 15.
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GSH GSSG
(uM.mgprot)  (uM.mg?prot)
NEX24 3,108 + 0,491 0,947 £ 0,131

EX24 3,145+ 0,492 1,129 +0,113

NEX54 2,987 +£0,347 0,978 £0,291
EX54 3,093 +0,251 0,757 +0,251*

Razdo GSH/GSSG

*p=0,01 comparativamente com EX24

NEX 24 EX 24 NEX 54 EX 54

Figura 15 - Razdo em GSH/GSSG, e valores médios do contetdo de GSH e GSSG em amostras de figado obtidas
de animais submetidos a um plano de exercicio fisico ao longo da vida. Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos:
NEX 24 (ndo exercitados jovens — sacrificio as 24 semanas de exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem —
sacrificio as 24 semanas de exercicio), NEX 54 (ndo exercitados meia idade — sacrificio as 54 semanas de
exercicio), EX 54 (exercitados até a meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio). Na figura, barras com
letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas, enquanto barras com letras diferentes
apresentam diferencas estatisticamente significativas. Todos os dados apresentam valores médios + SD (n=7), com
duas repetigdes.

A avaliagdo do contedldo em GSH e GSSG, mostrou que o aumento da idade provocou
um ligeiro aumento da razdo entre estas duas moléculas, no entanto este ndo foi estatisticamente
significativo (p=0,5884 para NEX24 vs NEX54).

Por sua vez, o plano de exercicio praticado pelos animais até a uma idade jovem induziu
uma ligeira diminuigdo de 13% na razdo GSH/GSSG comparativamente com 0s animais da
mesma idade ndo exercitados. Contrariamente, o treino até uma idade mais avancada levou a
um aumento de 22% da razdo avaliada, comparativamente aos animais da mesma idade néao
exercitados. No entanto, em nenhuma das situagdes as alteragdes verificadas foram
estatisticamente significativas (p=0,8369 para NEX24 vs EX24, p=0,2233 para NEX54 vs
EX54).

Sera expetavel prever uma menor razdo de GSH/GSSG com o aumento da idade, uma
vez que uma das consequéncias do processo de envelhecimento é a presenca de estados de
stresse oxidativo, tipicamente associados a uma diminui¢éo significativa do teor em GSH e um
consequente aumento do GSSG (Giorgi et al., 2018). Manikonda e colaboradores (2012)
corroboram esta afirmagdo, mostrando uma diminuigéo da razdo GSH/GSSG em ratos Wistar
do sexo masculino com 96 semanas de idade. Estes resultados foram também corroborados por

Malikarjuna e colaboradores (2007) num modelo animal com idade semelhante.
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O aumento da idade, no estudo por nds proposto, levou a um ligeiro aumento da razdo
GSH/GSSG, nao sendo este significativo. Isto podera ser indicativo que o figado dos animais
as 62 semanas ndo estara ainda a sofrer os possiveis efeitos do stresse oxidativo existente, tendo
ainda intactos alguns mecanismos de resposta, mesmo que algumas das enzimas antioxidantes
tenham comecado a apresentar alguns dos efeitos deletérios do processo de envelhecimento,
traduzidos numa diminuicdo da atividade. O facto de ndo terem existido alteracdes no teor de
GSH nos animais com esta idade, significa a capacidade antioxidante ndo estd ainda
comprometida, ndo existindo por isso um consumo excessivo de GSH.

Por sua vez, a pratica de exercicio fisico parece estar relacionada com uma diminuicao
do contetido hepético de GSH, devido ao aumento da producdo de ROS consequente desta
pratica (Goto et al., 2007). No entanto, o treino induz uma adaptacdo crénica, em parte ao nivel
do sistema de defesa antioxidante, o que fara com que os niveis de GSH ndo decrescam de
forma significativa, uma vez que as células j& se encontram protegidas contra o stresse
oxidativo, devido a adaptacdo referida (Radak et al., 2013).

Apenas o treino durante 54 semanas provocou um aumento da razdo GSH/GSSG, apesar
de ndo ser significativo. O treino durante 24 semanas, provocou o efeito contrario, o que pode
ser explicado pelo facto de néo ter decorrido tempo suficiente de treino para que ocorram 0s
mecanismos adaptativos ao nivel do sistema antioxidante hepético, logo as ROS produzidas
durante o exercicio podem ser neutralizadas pelo GSH enddgeno, levando a um ligeiro aumento
dos niveis de GSSG. Estes resultados vém corroborar a auséncia de mecanismos adaptativos a
nivel hepatico com 24 semanas de treino.

O aumento da razdo apresentada com o treino a longo prazo, ou seja, durante 54
semanas, deve-se a uma diminuicdo significativa no teor de GSSG comparativamente com 0s
restantes grupos de animais, uma vez que o teor em GSH ndo sofreu qualquer alteracdo entre
0s grupos em questdo. O facto de, a nivel celular, apenas 10% da glutationa se encontrar na
forma oxidada, faz com que alteraces no teor desta molécula possa ndo provocar alteracdes
significativas no teor da glutationa reduzida, uma vez que a GSH se encontra em quantidades
muito superiores. Desta forma, a razdo GSH/GSSG parece ser mais dependente de alteragdes
dos niveis de GSSG do que nos niveis de GSH (Gomez-Cabrera et al., 2005).

Os estudos presentes na literatura ndo apresentam a mesma tendéncia na variagdo dos
teores de GSH e GSSG, face a pratica de exercicio. Num trabalho realizado por Kakarla e
colaboradores (2008) obtiveram um aumento do teor de GSH, a nivel do miocardio, face a um

plano de exercicio fisico com duragdo de 12 semanas, a uma intensidade de 23 m/min, 5
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dias/semana, durante 30 minutos. Ja Chae e colaboradores (2008), face a um plano de exercicio
semelhante, mostraram que os niveis de GSH se mantiveram inalterados em diferentes partes
do mausculo esquelético. Estas diferencas observadas entre os varios estudos podem ser
consequéncia das diferentes alteracGes das atividades enzimaticas da GPx e GR face ao treino.
Neste estudo, a auséncia de alterac6es no contetido de GSH podera ser justificada pela atividade
tanto da GR como da GPx que, apesar de terem sofrido alteracdes face a idade e ao treino, ndo
terdo sido suficientes para provocar alteracdes ao nivel do pool de GSH.

Desta forma, os resultados aqui apresentados parecem indicar que oS animais que
praticaram exercicio durante 54 semanas, ou seja, até uma idade mais avancada sdo aqueles que
estardo supostamente num melhor estado de protecdo antioxidante, representado pela razdo de
GSH/GSSG mais elevada. Assim, estes resultados vdo ao encontro daqueles que foram
apresentados previamente ao nivel da atividade enzimatica antioxidante e peroxidacdo lipidica,
e parece indicar que o treino, de facto, provocou uma modulacéo redox hepética, levando a uma

maior protecdo contra possiveis estados de stresse oxidativo.

4.3. Avaliacédo da funcdo mitocondrial hepatica

4.3.1 Avaliacdo dos complexos mitocondriais e massa mitocondrial
43.1.1 Citrato Sintase

A citrato sintase é a enzima responsavel pela catélise da primeira reacdo correspondente
ao conjunto de reacbes que fazem parte do ciclo de Krebs. Catalisa a formacdo do citrato,
através da combinacéo da acetil-CoA com o oxaloacetato. E ainda uma das responséaveis pela
regulacdo das reacgdes deste ciclo (Pinho et al., 2006; Berg et al., 2012).

Esta enzima esté localizada exclusivamente ao nivel da matriz mitocondrial e, como tal,
a sua atividade esta intimamente correlacionada com o teor de mitocdndrias presentes no tecido.
Esta carateristica torna a avalia¢do da sua atividade um bom marcador da massa mitocondrial
(Bishop et al., 2014).

Os resultados obtidos para a atividade da citrato sintase em amostras de figado encontra-

se representados na figura 16.
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Figura 16 - Atividade da Citrato Sintase em amostras de figado obtidas de animais submetidos a um plano de
exercicio fisico ao longo da vida. Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos: NEX 24 (ndo exercitados jovens —
sacrificio as 24 semanas de exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem — sacrificio as 24 semanas de exercicio),
NEX 54 (ndo exercitados meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio), EX 54 (exercitados até a meia idade
— sacrificio as 54 semanas de exercicio). Na figura, barras com letras diferentes apresentam diferencas
estatisticamente significativas. Todos os dados apresentam valores médios + SD (n=4), com duas repeti¢des cada.

A avaliacdo da atividade da citrato sintase mostrou que os animais exercitados, tanto
durante 24 ou 54 semanas, apresentaram um aumento na atividade enzimatica de 19% e 58%,
respetivamente, comparativamente com 0s animais nao exercitados, embora este aumento
apenas tenha sido estatisticamente significativo entre os animais que praticaram exercicio até a
meia idade e 0s animais da mesma idade ndo exercitados (p=0,0071 para NEX54 vs EX54).

O aumento de idade provocou uma diminuicdo da atividade da citrato sintase de cerca
21% nos animais de meia idade comparativamente com 0s animais jovens, no entanto, esta
alteracdo nao foi estatisticamente significativa (p=0,8646 para NEX24 vs NEX54).

A mitocondria apesar de ter um papel central no envelhecimento devido a producéo de
ROS ao nivel da cadeia transportadora de eletrGes (CTE), paradoxalmente, também aparenta
ser um dos organelos mais afetados por este processo (Navarro e Boveris, 2007). Uma das
alteraces € a perda da massa mitocondrial ao nivel dos diferentes érgdos, como o coracédo
(Duicu et al., 2013), o cérebro (Srividhya et al., 2009) e o musculo esquelético (Siu et al., 2003).

O comportamento das mitocondrias hepaticas aparenta seguir a mesma tendéncia
apresentada por outros 6rgdos face ao envelhecimento, apesar dos estudos desta natureza ao
nivel do figado serem escassos (Kim et al., 2015). Cahill e colaboradores (2005) observaram
uma diminuigdo de atividade da citrato sintase, isto é indicativo de uma menor massa

mitocondrial, face ao aumento da idade num modelo animal semelhante ao por nés utilizado.
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Os resultados por nos obtidos estdo de acordo com a tendéncia apresentada, uma vez
que os animais mais velhos apresentaram também uma diminui¢cdo na massa mitocondrial
hepatica, ainda que ligeira. O facto desta alteracdo ndo ter sido estatisticamente significativa
podera ser justificado pela circunstancia dos animais mais velhos ainda ndo se encontrarem em
senescéncia, e como tal as consequéncias deletérias do envelhecimento ainda ndo serem
totalmente notdrias, tal como tem vindo a ser referido.

Contrariamente ao envelhecimento, o exercicio fisico parece provocar um aumento do
teor mitocondrial, o que faz com que a pratica de exercicio fisico possa representar uma das
possiveis solucGes a deplecéo tipicamente associada ao aumento da idade (Navarro et al., 2003).
Este incremento estd bem descrito ao nivel do muasculo esquelético, onde a grande parte das
publicacGes na literatura mostram um aumento da citrato sintase face ao treino (Siu et al., 2003;
Gongcalves et al., 2014). Ao nivel do figado ndo existe muita informacéo acerca do efeito do
exercicio na massa mitocondrial deste 6rgéo, pelo que devem ser realizados mais estudos, com
diferentes planos de exercicio e a diferentes idades para se poder concluir sobre o real valor
deste na funcdo mitocondrial hepatica.

No nosso estudo, a pratica de exercicio até a meia idade, ou seja, durante 54 semanas
levou a um aumento estatisticamente significativo do teor de mitocéndrias hepatico. Esta
tendéncia foi verificada ja com 24 semanas de treino, apesar de nao corresponder a um aumento
estatisticamente significativo. Desta forma, a nivel hepético, o plano de exercicio por nés
proposto, quando praticado a longo prazo, consegue contrariar a deplecdo da massa
mitocondrial que foi verificada com o aumento da idade.

Os diferentes parametros do exercicio apresentam uma influéncia distinta na biogénese
mitocondrial. Aparentemente, alteracBes no contedo mitocondrial, pelo menos ao nivel do
musculo esquelético, sdo maioritariamente dependentes do volume de exercicio e,
consequentemente, da frequéncia com que € praticado (Bishop et al., 2014).

No presente estudo, o volume de exercicio foi de 5h/semana, tendo sido necessarias 54
semanas para existir uma alteracao estatisticamente significativa ao nivel da massa mitocondrial
hepéatica. Fletcher e colaboradores (2014) mostraram que um volume de exercicio de
5h/semana, durante 4 semanas nao foi suficiente para provocar qualquer alteragéo na atividade
da citrato sintase, a nivel hepéatico. Santos-Alves e colaboradores (2015) obtiveram resultados
semelhantes para um volume de exercicio de 5h/semana durante 12 semanas. No entanto, ao
nivel do masculo esquelético Siu e colaboradores (2003) mostraram um aumento

estatisticamente significativo da massa mitocondrial com um volume de exercicio de 5h
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semanais em 6 semanas. Nos trabalhos até agora realizados, a nivel hepatico, o volume de
exercicio, assim como a frequéncia foram muito semelhantes. A principal diferenca entre os
planos de exercicio é o tempo que durou o treino, o que pode ser indicativo que, de facto, este
parametro podera ser mais determinante na biogénese mitocondrial hepatica do que o volume
de exercicio. No entanto, na literatura ndo existem muitos estudos com volumes de exercicio
superiores a 5h semanais 0 que ndo nos permite perceber o efeito que teria um aumento neste
parametro.

Assim, 0s nossos resultados parecem indicar que o tempo de duracéo do treino tem uma
elevada influéncia no teor mitocondrial hepético, e que 54 semanas de treino serdo capazes de
contrariar a diminuicdo do contedo mitocondrial, resultante do processo natural de
envelhecimento. Apesar da intensidade ser considerada o parametro mais relevante para a
obtencdo dos efeitos benéficos do exercicio, estes resultados parecem indicar que alguns dos
restantes parametros também sdo igualmente relevantes para a obtencdo destes mesmos

beneficios.

4.3.1.2 Complexo I

O complexo I, ou NADH desidrogenase, é responsavel pela catalise simultanea de dois
processos: a oxidacdo do NADH e o bombeamento de quatro protdes da matriz mitocondrial
para o espaco intermembranar (Navarro e Boveris, 2007). Nos humanos, das subunidades que
constituem este complexo, 7 séo codificadas pelo DNA mitocondrial (mtDNA) e as restantes
39 codificadas pelo DNA nuclear (nDNA) (Preston et al., 2008).

E considerado um dos principais locais, conjuntamente com o complexo 11, onde
ocorre a formacdo do radical superdxido a nivel mitocondrial. No entanto, 0 mecanismo por
detras deste processo ainda permanece por esclarecer. Apesar de ser um dos principais
produtores de superdxido, também é um dos principais alvos de ataque desta mesma espécie
quimica (Handy e Loscalzo, 2012; Bresciani et al., 2015).

Os resultados obtidos para a atividade especifica do complexo | ao nivel da fracdo

mitocondrial hepatica encontram-se apresentados na figura 17.
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Figura 17 - Atividade do Complexo I, NADH desidrogenase, em amostras de figado obtidas de animais
submetidos a um plano de exercicio fisico ao longo da vida. Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos: NEX 24
(ndo exercitados jovens — sacrificio as 24 semanas de exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem — sacrificio
as 24 semanas de exercicio), NEX 54 (ndo exercitados meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio), EX 54
(exercitados até a meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio). Na figura, barras com letras diferentes
apresentam diferencas estatisticamente significativas. Todos os dados apresentam valores médios + SD (n=7), com
duas repeticdes

A avaliacdo da atividade do complexo | mostrou que os animais de meia idade
apresentaram uma atividade deste complexo cerca de 95% superior a dos animais jovens, sendo
esta alteracdo estatisticamente significativa (p<0,001 para NEX24 vs NEX54).

O exercicio praticado até a meia idade, ou seja, durante 54 semanas, foi aquele que teve
um maior impacto na atividade do complexo I, uma vez que provocou uma diminuicao de cerca
de 24% na expressdo deste complexo, comparativamente aos animais da mesma idade nao
exercitados (p=0,004 para NEX54 vs EX54). Por sua vez, 0 mesmo tipo de treino até uma idade
jovem ndo teve qualquer efeito estatisticamente significativo nesta atividade,
comparativamente com os animais da mesma idade nédo exercitados (p>0,999 para NEX24 vs
EX24).

A disfuncdo dos complexos da CTE parece ser uma das muitas manifestacbes que
ocorrem a nivel mitocondrial como consequéncia do aumento da idade, ocorrendo uma
diminuicdo da sua atividade (Seo et al., 2016). O complexo | é um dos componentes da CTE
mais afetado pelo envelhecimento, sendo por isso muitas das vezes utilizado como um marcador
do envelhecimento, a nivel mitocondrial. MutacGes causadas pelos estados de stresse oxidativo
associados ao envelhecimento, ao nivel dos genes presentes no mtDNA responsaveis pela
codificacdo de algumas das subunidades deste complexo sdo uma das possiveis causas da

deplecéo verificada (Venturaetal., 2002; Bratic e Larsson, 2013). Para além disto, a diminuigéo
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observada podera também ser consequéncia de uma diminuicdo dos niveis de transcrigdo e de
translacdo deste complexo na mitocondria, ou ainda a ocorréncia de uma redugdo da
disponibilidade de equivalentes redutores, como o0 NADH (Kumaran et al., 2004; Ajith et al.,
2009).

O aumento de atividade do complexo | verificado ao longo da idade nas amostras por
nos utilizadas ndo segue o padréo tipicamente apresentado pela maioria dos poucos estudos
existentes onde séo utilizados os animais de elevada idade. Ventura e colaboradores (2002)
observaram uma diminuicdo da atividade deste complexo, nas fracfes mitocondriais hepaticas
de ratos Wistar com 120 semanas de idade comparativamente com animais com 16 semanas de
vida. No entanto, Laurent e colaboradores (2012), utilizando o0 mesmo modelo animal,
observaram um aumento do complexo | entre animais com 4 e 76 semanas. Os resultados
apresentados por Laurent vdo de encontro aos por nos obtidos, o que pode ser explicado pela
proximidade de idades entre 0s animais com a maior idade.

Estes estudos parecem mostrar que o aumento da idade ndo tem um efeito linear na
atividade deste complexo ao nivel das mitocondrias hepéticas, o que pode justificar algumas
das discordancias existentes na literatura, uma vez que sdo utilizados animais com grandes
diferencas de idade, mas na maioria das vezes os utilizados j& se encontram em senescéncia.

O treino de intensidade moderada ndo s6 provoca uma modulacdo redox, como também
leva a uma alteracdo a diferentes niveis do fenétipo mitocondrial. Segundo a teoria de
mitohormesis, o0 treino atua como um estimulo ao nivel da mitocondria levando a emissao de
sinais, na forma de ROS ou outros metabolitos mitocondriais, que irdo atuar como sinalizadores
provocando a ativacdo de determinadas vias metabdlicas que, posteriormente, acabardo por
levar a uma melhoria da fungdo mitocondrial, e da célula em geral (Merry e Ristow, 2015).
Uma destas melhorias verificadas face a este estimulo é o aumento da atividade dos complexos
mitocondriais, promovendo assim um transporte de eletrées mais eficiente, reduzindo o teor de
ROS consequente deste processo, 0 que poderd evitar a existéncia de estados de stresse
oxidativo (Santos-Alves et al., 2015).

O plano de exercicio por nds proposto, quando praticado até a uma idade jovem nao
provocou qualquer alteracdo ao nivel da atividade do complexo I, o que indica que o estimulo
ndo foi suficiente para provocar a emissao de um sinal suficientemente forte que levasse a uma
resposta a nivel mitocondrial. Apenas quando praticado até a meia idade, ou seja, durante 54
semanas, provocou uma alteracdo estatisticamente significativa, levando a uma diminuicdo da

atividade deste complexo.
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Um estudo publicado por Navarro e colaboradores (2003) mostrou a auséncia de
qualquer alteracdo ao nivel da atividade do complexo | ao nivel do figado de ratos Wistar, face
a um plano de exercicio de corrida em treadmill com a duracao de 50 semanas, 7 dias/semana
durante 15 minutos com um aumento gradual da intensidade (10-20 cm/s), onde no momento
do sacrificio os animais tinham 78 semanas de idade. Contrariamente a estes resultados, um
estudo realizado por Sun e colaboradores (2010) mostrou um aumento significativo na atividade
deste complexo no mesmo tipo de amostras. No entanto, o plano de exercicio consistia em 4
semanas de treino a intensidade moderada e 4 semanas de treino a alta intensidade. Assim,
aparentemente, as flutuacdes no consumo de oxigénio, provocadas pela pratica de diferentes
tipos de exercicio, ttm mais efeito ao nivel da cadeia respiratoria, pelo menos no complexo |,
do que propriamente o tempo de treino, como defendem alguns autores (Bishop et al., 2014).

Desta forma, a deplecdo observada no complexo | face ao treino por nds proposto podera
ser entendida como consequéncia da auséncia de alteracdes significativas ao nivel da
intensidade e duragdo em cada sesséo do exercicio o que levara a uma diminuigdo do estimulo
provocado por estes parametros a nivel mitocondrial, fazendo assim com que ndo existissem
oscilagbes no consumo de oxigénio que poderdo estar por detrds da estimulacdo da atividade
deste complexo face a pratica em questdo e o tempo de treino ndo compensou a auséncia destas
oscilagdes.

Apesar das tendéncias observadas nas diferentes publicacdes sobre a avaliagdo da
funcdo mitocondrial face aos fatores envelhecimento e treino, o nimero de estudos a nivel
hepético ainda é reduzido e os resultados sdo variaveis. As diferencas entre resultados podem
dever-se ao facto das avaliagdes das atividades dos diferentes componentes da CTE envolverem
o0 isolamento da mitocondria do seu meio nativo, a possivel diferente atividade das diferentes
subpopulacdes de mitocdndrias existentes ao nivel dos diferentes 6rgdos e tecidos, e até aos
diferentes dadores/recetores de eletrdes utilizados para avaliar a atividade destas enzimas
(Tatarkovd et al., 2011; Duicu et al., 2013).

43.1.3 Complexo Il

O complexo I, ou succinato desidrogenase, para além de ser um dos complexos da
cadeia transportadora de eletrGes, € ainda uma das enzimas responsaveis pela catalise das

reacOes finais do ciclo de Krebs (Navarro e Boveris, 2007). E responsavel pela catélise da
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oxidagdo do succinato a fumarato utilizando FAD como aceitador de hidrogénio, em vez de
NAD™, ocorrendo a formacao de poder redutor sob a forma de FADH: (Berg et al., 2012).
Contrariamente ao que ocorre ao nivel dos restantes complexos, a atividade deste
complexo ndo resulta no bombeamento de protdes para o espago intermembranar, nao
contribuindo assim para a formac&o do gradiente eletroquimico (Kadenbach, 2003).
Os resultados apresentados na figura 18, representam a atividade do complexo Il obtida

nas fracdes mitocondriais hepaticas.
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Figura 18 - Atividade do Complexo Il, succinato desidrogenase, em amostras de figado obtidas de animais
submetidos a um plano de exercicio fisico ao longo da vida. Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos: NEX 24
(ndo exercitados jovens — sacrificio as 24 semanas de exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem — sacrificio
as 24 semanas de exercicio), NEX 54 (ndo exercitados meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio), EX 54
(exercitados até a meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio). Na figura, barras com letras iguais ndo
apresentam diferencas significativas, enquanto barras com letras diferentes apresentam diferencas significativas.
Todos os dados apresentam valores médios + SD (n=7), com duas repeticoes.

Os resultados obtidos para a atividade do complexo Il mostraram que a idade parece
influenciar a atividade deste complexo ainda que a ligeira diminuig&o entre o grupo dos animais
de meia idade e jovens ndo exercitados ndo sejam estatisticamente significativas (p=0,197 para
NEX24 vs NEX54).

Curiosamente, 0 exercicio praticado durante 24 ou 54 semanas teve efeitos opostos na
atividade do complexo I, ao nivel hepéatico. Enquanto o treino durante 24 semanas, ou seja,
praticado até a uma idade jovem levou a uma diminuigdo de 18% comparativamente com 0s
animais ndo exercitados da mesma idade, o exercicio praticado durante 54 semanas provocou

um aumento de atividade de cerca de 22%, comparativamente com os animais de meia idade
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ndo exercitados. Em ambos os casos, as alteracdes foram estatisticamente significativas
(p=0,0097 para NEX24 vs EX24, p=0,0005 para NEX54 vs EX54).

Estudos realizados em diferentes tecidos indicam que o complexo Il é o componente da
CTE que aparenta ser menos afetado pelo processo de envelhecimento. Uma das possiveis
justificacbes para este padrdo de resultados, podera assentar no facto de nenhuma das
subunidades deste complexo ser codificada pelo mtDNA, pois 0 mtDNA é mais afetado pelo
dano oxidativo do que o nDNA, e como tal podera ser mais afetado pelos estados de stresse
oxidativo associados ao processo de envelhecimento. Assim, o facto do complexo Il ser apenas
codificado pelo nDNA e este ser menos suscetivel a danos, podera explicar a menor alteracdo
em relacdo as consequéncias do envelhecimento (Kumaran et al., 2004).

Os resultados por no6s obtidos para a influéncia do aumento de idade na atividade do
complexo 11 estdo de acordo com a tendéncia apresentada nos trabalhos referidos, uma vez que
existiu uma ligeira diminuicdo da atividade, apesar de ndo ser estatisticamente significativa.
Um estudo realizado por Kwong e colaboradores (2000) mostrou este mesmo padrdo de
resultados num modelo animal com 56 semanas de idade comparativamente a animais com 14
semanas de idade. Alguns trabalhos onde sdo utilizados animais ja em senescéncia apresentam
diminuigdes estatisticamente significativas neste complexo, a nivel hepético. Arivazhagan e
colaboradores (2001) mostraram uma diminuicdo da atividade desta enzima num modelo
animal semelhante com 88 semanas, comparativamente com animais com 16 semanas de vida.
Assim, o facto dos animais de maior idade utilizados no nosso estudo ndo se encontrarem em
senescéncia também podera justificar a ligeira diminuicdo observada.

O complexo 11, tal como ocorria face ao envelhecimento, aparenta ser o complexo que
menos alteracdes apresenta como resultado da prética de exercicio fisico. O protocolo de
exercicio por nés imposto, quando praticado durante 24 semanas provocou uma deplecdo da
atividade desta enzima. No entanto, com as 54 semanas de treino, obtivemos um resultado
inverso, sendo a diminuicdo da atividade deste complexo, resultante da idade, foi revertida pela
pratica do plano de exercicio imposto.

Contrariamente aos resultados por nos apresentados, Gongalves e colaboradores (2014)
ndo observaram alteracfes na atividade do complexo Il a nivel hepético, face a um plano de
exercicio com duracdo de 8 semanas, 5 dias/semana, tendo sido a intensidade e a duracao
aumentados gradualmente até se atingirem valores de 15m/min e 60 minutos/dia,
respetivamente. Estes resultados sdo corroborados pela maioria dos estudos desta natureza

realizados em amostras de figados (Sun et al., 2010). No entanto, Silva e colaboradores (2009)
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mostraram um aumento da atividade deste complexo, no musculo esquelético, num modelo
animal com um plano de exercicio semelhante e com a mesma duragdo de 8 semanas. Estes
dois resultados, parecem indicar que para ocorrerem alteracdes na atividade do complexo Il
pelo treino ao nivel do figado € necessario um maior tempo de treino do que para ocorrer 0
mesmo efeito ao nivel do musculo esquelético. Assim, parece ser o tempo de treino o parametro
que mais influéncia teré na atividade do complexo I, pelo menos no figado.

Os resultados por nds apresentados também indicam que, aparentemente, o efeito do
exercicio nao é totalmente linear ao longo do tempo, uma vez que com 24 semanas de treino
ocorreu uma deplecgéo na atividade, enquanto que nas 54 semanas tivemos um aumento. Este
resultado podera dever-se ao facto de as 24 semanas ainda ndo se terem desenvolvido
mecanismos adaptativos, e assim, o aumento da producdo de ROS associado a pratica de
exercicio podera estar a provocar a inibicao desta enzima, o que vai de encontro aos resultados
por nos apresentados previamente na avaliagdo da funcédo antioxidante. As 24 semanas poderdo
ndo ser suficientes para que ocorra um modelamento deste complexo, cujos genes estdo
localizados no nucleo.

Desta forma, com base nos nossos resultados, o complexo | e 1l apresentam respostas
distintas tanto em relagdo ao envelhecimento como a pratica de exercicio ao longo da vida, pelo
menos a nivel hepatico. Estas diferencas mostram que, aparentemente, a resposta a estes
estimulos é regulada por vias metabolicas que ndo parecem encontrar-se interligadas. Enquanto
que a pratica de exercicio com uma intensidade moderada, durante 54 semanas, parece ser
suficiente para que ocorra um aumento na atividade do complexo Il contrariando e,
provavelmente, prevenindo a diminuicdo observada com a idade, no complexo | ocorre 0

inverso.

43.1.4 Complexo IV

O complexo IV é o catalisador final da cadeia respiratoria, sendo responsavel pela
reducdo do oxigénio molecular a agua, num processo que utiliza quatro protdes provenientes
da matriz mitocondrial e quatro eletrbes provenientes do citocromo ¢ (Navarro e Boveris, 2007,
Berry et al., 2018). Tal como o complexo I, as diferentes subunidades deste complexo ndo sdo
todas codificadas pelo nDNA. O mtDNA ¢ responsavel pela codificacdo de 3 subunidades das
13 que constituem o complexo IV nos mamiferos, enquanto as restantes sdo codificadas pelo
nNDNA (Srinivasan e Avadhani, 2012).
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Em condicdes fisiologicas normais, a atividade deste complexo atua como reguladora
da atividade da cadeia transportadora de eletrdes e, para além disto, a sua atividade é ainda um
dos indicadores da capacidade oxidativa celular (Srinivasan e Avadhani, 2012).

Os resultados obtidos para a atividade do complexo IV nas fragdes mitocondriais

hepéticas encontram-se representados na figura 19.
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Figura 19 - Atividade do Complexo IV, citocromo c oxidase, em amostras de figado obtidas de animais
submetidos a um plano de exercicio fisico ao longo da vida. Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos: NEX 24
(ndo exercitados jovens — sacrificio as 24 semanas de exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem — sacrificio
as 24 semanas de exercicio), NEX 54 (ndo exercitados meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio), EX 54
(exercitados até a meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio). Na figura, barras com letras diferentes
apresentam diferencas significativas. Todos os dados apresentam valores médios + SD (n=7), com duas repeticdes

A avaliacdo da atividade do complexo IV mostrou que o aumento da idade provocou
uma diminuicao de 54% do teor do complexo IV nos animais de meia idade, comparativamente
com 0s animais jovens, sendo esta diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,0001 para
NEX 24 vs NEX54).

O plano de exercicio por nés implementado pareceu ter diferentes efeitos ao nivel dos
animais que o praticaram até uma idade jovem e dos animais que o praticaram até a meia idade.
Nos animais exercitados até a idade jovem, ou seja, durante 24 semanas, houve uma diminuicdo
significativa de 30% da atividade do complexo IV comparativamente aos animais jovens nao
exercitados (p=0,0082 para NEX24 vs EX24). Contrariamente, nos animais que praticaram
exercicio até a meia idade, ou seja, durante 54 semanas, verificou-se um aumento de 29%,
comparativamente com 0s animais da mesma idade ndo exercitados, sendo este aumento
estatisticamente significativo (p=0,0493 para NEX54 vs EX54).
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O complexo IV, tal como o complexo I, é um dos componentes da CTE mais afetado
pelas consequéncias do envelhecimento, o que faz com que altera¢des ao nivel da sua atividade
possam ser consideradas um marcador do envelhecimento mitocondrial, juntamente com a
avaliacdo da atividade do complexo | (Navarro e Boveris, 2007). Um dos estudos realizados
por Navarro e colaboradores (2004) apresentou uma diminuicdo da atividade do complexo IV
a nivel hepatico de ratos Wistar do sexo masculino com 92 semanas de idade,
comparativamente com animais com 28 semanas. Kumaram e colaboradores (2004) mostraram
também este padrdo de resultados ao nivel da fracdo mitocondrial isolada de mdsculo
esquelético e de masculo cardiaco, num modelo animal duma estirpe idéntica a referida
anteriormente. Os resultados por nds apresentados estdo de acordo com estas investigacdes,
uma vez que o aumento da idade provocou uma diminuicdo da atividade do complexo IV.

Segundo os resultados por nés obtidos, o complexo IV aparenta ser afetado de forma
distinta relativamente ao complexo I, uma vez que as 62 semanas de idade a atividade do
complexo IV diminui, enquanto que a do complexo | aumenta. No entanto, na maioria dos
estudos ja publicados ndo se verifica esta diferenca. Tipicamente, ambos 0s complexos
apresentam uma deplecdo com a idade. No entanto, isto podera ser devido ao facto dos estudos
em que foi avaliada a atividade de ambos os complexos, em funcdo da idade, utilizarem
maioritariamente animais em senescéncia, onde ambas as atividades dos complexos ja poderéo
refletir os efeitos deletérios associado ao envelhecimento.

O plano de exercicio, quando praticado durante 24 semanas, por nds imposto provocou
uma diminuicdo da atividade ao nivel do complexo IV. No entanto, com o decorrer do tempo
verificou-se que a atividade deste complexo ainda que tenha sofrido uma diminuigéo face ao
treino durante 24 semanas, o0 treino durante 54 semanas provocou um aumento de atividade
comparativamente com o grupo de animais da mesma idade ndo exercitado. Assim, 0 exercicio
continuado, no nosso caso durante 54 semanas, parece prevenir, pelo menos em parte, 0
decréscimo desta atividade associada a idade.

Ao nivel do masculo esquelético, o tecido maioritariamente estudado na area, 0s estudos
realizados parecem ser, no geral, concordantes relativamente & alteracdo da atividade do
complexo IV face ao treino de intensidade moderada, mostrando um aumento desta atividade
face a este estimulo (Parise et al., 2005). No entanto, j& os estudos realizados no figado néo
apresentam a mesma tendéncia. Lezi e colaboradores (2013) ndo observaram qualquer alteragédo
na atividade do complexo IV a nivel hepético face a um protocolo de exercicio com duracao de

6 semanas, 5 dias/semana, 45 minutos/dia, com uma intensidade de 18m/min. Estes resultados
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sdo corroborados por alguns estudos a nivel hepético, face a um plano de exercicio equiparavel,
com uma duracdo semelhante (Gongalves et al., 2014). No entanto, quando um plano de
exercicio semelhante é praticado durante 50 semanas ja se verifica um aumento de atividade do
complexo 1V, tal como é mostrado num dos estudos realizado por Navarro e colaboradores
(2003). Um estudo realizado por Sun e colaboradores (2010) onde é imposto um exercicio
misto, ou seja, é praticada corrida de intensidade moderada e de alta intensidade, verificou-se
um aumento da atividade do complexo IV, em apenas 8 semanas de treino.

Desta forma, parece que flutuagdes no consumo de oxigénio provocadas pelas
oscilagdes na intensidade do treino, terdo um efeito positivo na atividade do complexo 1V. No
plano de exercicio por nds imposto ndo ocorreram estas oscilagfes, no entanto o tempo de treino
mais prolongado (54 semanas), parece compensar a auséncia das oscilacdes referidas, pois 0
treino com esta duracdo provocou um aumento estatisticamente significativo na atividade deste
complexo. Logo, a atividade aumentada do complexo IV face a este periodo de treino podera
ser entendida como uma consequéncia de um processo adaptativo ao treino a longo prazo.

Alguns autores defendem que o consumo de oxigénio a nivel hepatico, durante o
exercicio, é baixo, uma vez que o fluxo sanguineo nesse 6rgdo, aquando desta pratica, é também
menor (Ascensdo et al., 2013). Desta forma, a deplecdo observada com o treino durante 24
semanas pode ser explicada pelo facto de este tempo de treino ndo parecer ser o suficiente para
desencadear mecanismos adaptativos face a pratica de exercicio, tal como observamos
previamente, dai esta diminuicdo poder ser uma consequéncia das ROS provocadas pelo
exercicio, uma vez que com este periodo de treino poderdo ndo estar ainda desenvolvidos os
mecanismos de adaptacdo na sua totalidade.

AlteracGes ao nivel da atividade do complexo IV dependem, muitas das vezes da
atividade dos complexos que se encontram anteriormente posicionados na CTE. Sendo o
complexo | o componente inicial da CTE, diminui¢des na sua atividade poderdo influenciar a
atividade dos restantes complexos. Por exemplo, uma diminuicdo ao nivel da atividade do
complexo I iré resultar numa diminuicao do fluxo de eletrdes do NADH para o O, através de
toda a CTE (Ajith et al., 2009). No entanto, tal como referido anteriormente, a atividade do
complexo 1V atua como reguladora da atividade de toda a CTE (Srinivasan e Avadhani, 2012).
Tendo isto em conta, € de esperar que as atividades dos complexos mitocondriais, em situagdes
fisiologicas normais, apresentem atividades relativamente semelhantes devido a este controlo

realizado tanto pelo complexo | como pelo IV.
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No entanto, a atividade dos complexos pertencentes a CTE parece ser controlada de
forma distinta face a diferentes estimulos. Os resultados por nés obtidos neste estudo parecem
corroborar esta informacgéo, uma vez que para estimulos iguais obtivemos respostas diferentes
no complexo I e IV. Por sua vez, o complexo Il apresentou um padrao de resultados semelhante
ao do complexo IV, o que pode indicar que as vias metabdlicas que regulam a atividade destes
complexos estdo interligadas, podendo esta ligagéo justificar as semelhancas no comportamento

destas enzimas face aos diferentes estimulos que estamos a avaliar.

4.3.2  Avaliacdo da atividade respiratdria mitocondrial

A respiracdo mitocondrial € um processo dependente de um fluxo continuo de substratos
e produtos através das membranas mitocondriais que delimitam a matriz e o espaco
intermembranar. Assim, diferentes substratos, inibidores e desacopladores sdo utilizados para
a avaliacéo de todo o funcionamento deste processo (Berry et al., 2018).

Experimentalmente, podem ser definidos 5 estados respiratorios mitocondriais. In vivo,
apenas dois destes estados podem ocorrer, 0 estado 3 e 0 estado 4. O estado 4 € caraterizado
por niveis de ADP muito baixos, o que leva a que a producdo de ATP seja praticamente nula.
Desta forma, este estado é caraterizado por uma atividade respiratéria baixa, sendo a VO
maioritariamente dependente do leak de protbes existente. Por sua vez, o estado 3, obtido in
vitro, é caraterizado por existirem concentracdes saturantes de ADP, adicionado exogenamente,
0 que provoca uma taxa de producdo de ATP elevada e, consequentemente, um aumento da
atividade respiratéria. Quando todo o ADP é esgotado, consequéncia do processo de
fosforilacdo oxidativa, a mitocondria transita para o estado respiratério 4 (Kadenbach, 2003;
Korzeniewski, 2015). O estado 3, fisiologicamente, é aquele em que a mitocdndria se encontra
em situagdes de uma maior demanda de ATP. No entanto, a maioria do tempo a mitocondria
encontra-se no estado 4 (Korzeniewski, 2015).

Os resultados obtidos para a respiracdo mitocondrial, em estado 4, em homogeneizado

de figado de ratos encontram-se representados na figura 20.
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Figura 20 - Efeito da idade e do exercicio praticado ao longo da vida na respiracdo mitocondrial, em estado 4,
em mitocondrias hepaticas energizadas com piruvato/malato (A) e succinato (B), depois de adicionado rotenona.
Resultados obtidos nos diferentes 4 grupos: NEX 24 (ndo exercitados jovens — sacrificio as 24 semanas de
exercicio), EX 24 (exercitados até idade jovem — sacrificio as 24 semanas de exercicio), NEX 54 (ndo exercitados
meia idade — sacrificio as 54 semanas de exercicio), EX 54 (exercitados até a meia idade — sacrificio as 54 semanas
de exercicio). Na figura, barras com letras diferentes apresentam diferengas estatisticamente significativas. Todos
os dados apresentam valores médios + SD (n=7), com duas repetices.

A respiracdo mitocondrial, em estado 4, suportada pelo complexo I, mostrou que a idade
provocou um aumento, de cerca de 27%, do consumo de oxigénio ao nivel da mitocondria
hepatica, sendo este aumento estatisticamente significativo (p=0,0021 para NEX24 vs NEX54).
O protocolo de exercicio por nos aplicado, no geral, levou a um aumento da respiracdo
suportada pelo complexo I. O treino com a duracdo de 24 semanas, ou seja, até uma idade
jovem, levou a um aumento de 34% da taxa respiratdria, comparativamente com os animais da
mesma idade ndo exercitados, sendo este aumento estatisticamente significativo (p=0,0321 para
NEX 24 vs EX54). O treino durante 54 semanas teve este mesmo efeito, no entanto o aumento
provocado nao foi estatisticamente significativo (p= 0,384 para NEX54 vs EX54).

O aumento da idade néo teve qualquer efeito estatisticamente significativo na atividade
respiratoria quando as mitocondrias foram energizadas com succinato (p=0,932 para NEX24 vs
NEX54). Por sua vez o exercicio fisico a longo prazo, tanto durante 24 semanas como durante
54 semanas, levou a um aumento da taxa respiratoria em 23% e 15%, respetivamente. No
entanto, este incremento nao foi estatisticamente significativo para nenhum dos casos (p=0,350
para NEX24 vs EX24, p=0,899 para NEX54 vs EX54).

Existe alguma controvérsia na literatura da especialidade face a variagdo da capacidade
respiratoria mitocondrial com o aumento da idade, principalmente ao nivel dos principais
orgdos metabdlicos. Num estudo realizado em mitocondrias cardiacas isoladas de ratos
Sprague-Dawley com 88 semanas de vida, comparativamente com animais de 22 semanas de

idade, Duici e colaboradores (2013) observaram uma diminuigéo na velocidade da respiracéo,
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em estado 4, tanto quando estas foram energizadas com glutamato/malato como com succinato
(Duicu et al., 2013). No entanto, um estudo realizado por Gilmer e colaboradores (2010)
mostrou a auséncia de alterac6es ao nivel da atividade respiratoria suportada pelo complexo |
e também na respiracdo suportada pelo complexo I1, a nivel cerebral, em ratos Fischer 344 do
sexo masculino com 92 semanas de vida comparativamente a animais com 12 semanas de vida.

Ja no figado, segundo um estudo realizado por Baratli e colaboradores (2014) a
respiracdo suportada pelo complexo Il ndo parece sofrer qualquer alteracdo em animais com 72
semanas de idade, comparativamente com ratos de 12 semanas de vida. Delaval e colaboradores
(2004) também ndo observaram, a nivel hepético, qualquer alteracdo estatisticamente
significativa ao nivel da respiracéo suportada pelo complexo | num modelo animal semelhante.

Apesar desta controvérsia, € do conhecimento geral que existe alguma disfuncéo
mitocondrial associada ao processo de envelhecimento. Esta disfuncéo € caraterizada por um
decréscimo da taxa respiratoria em estado 3, uma alteracdo do potencial de membrana e um
aumento da respiragdo, em estado 4. Estas alteragdes encontram-se associadas a um aumento
da producdo de ROS. Este aumento dos ROS associados a idade podera provocar ainda mais
danos, o que ird acentuar ainda mais a disfuncdo observada (Navarro e Boveris, 2007).

No estudo por nos realizado verificou-se um aumento da velocidade de respiracdo com
0 aumento da idade, quando a respiracdo é suportada pelo complexo I. No entanto, a avaliacao
da respiragdo suportada pelo complexo Il ndo apresentou qualquer alteragdo com o
envelhecimento. O aumento da velocidade de consumo de oxigénio em estado 4 podera ser
interpretada como um maior desacoplamento ao nivel do processo respiratorio (Schoepe et al.,
2012). O facto da atividade enzimatica do complexo | se encontrar bastante aumentada nos
animais mais velhos comparativamente com os animais jovens, tal como foi previamente
mostrado por nés, leva a que ocorra um aumento na entrada de eletrées na CTE ao nivel deste
complexo, o que podera justificar o aumento da taxa respiratoria dependente do complexo I. O
inverso é também observado por outros autores que utilizaram animais com idades superiores
aos utilizados no nosso estudo, e que verificaram uma diminuicdo da respiracdo, acompanhada
pela diminuigdo na atividade do complexo em questdo, ainda que em algumas situagdes néo
tenha sido estatisticamente significativa a diferenca observada (Schoepe et al., 2012).

No entanto, é de notar que a velocidade de respiracdo é diretamente dependente da
massa mitocondrial do érgdo ou tecido em questdo. Os resultados por nés obtidos na citrato
sintase indicam claramente uma diminuicdo do contetdo mitocondrial hepatica com a idade.

Apesar disto, a taxa respiratdria por nds avaliada ao nivel dos dois complexos ndo seguiu esta
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tendéncia. Assim, o aumento da velocidade respiratéria dependente do complexo | verificado
com o aumento da idade, por n6s observado, em estado 4, ndo acompanhou a deplecdo do
numero de mitocondrias. Desta forma, o aumento da respiragdo em estado 4 podera ser
indicativo de um maior estado de desacoplamento, o0 que podera estar associado a uma maior
producdo de ROS a nivel mitocondrial. J& a avaliacdo da atividade respiratoria suportada pelo
complexo 11, apesar de ndo ter sido encontrada qualquer diferencga estatisticamente significativa
com o0 aumento da idade, parece estar positivamente correlacionada com a atividade da citrato
sintase.

Ao nivel do musculo esquelético, o exercicio fisico estd associado a uma maior demanda
de ATP. Esta maior necessidade energética faz com que as mitocondrias musculares deixem de
estar no estado respiratério 4 e transitem para o estado 3 de forma a que seja possivel cumprir
estas necessidades. Esta transicdo leva a um maior acoplamento entre a respiracdo mitocondrial
e 0 processo de fosforilagdo do ADP, tornando-se todo este processo mais eficiente. Este
aumento da eficacia traduz-se numa diminui¢do da producéo de ROS ao nivel da CTE (Barja,
2007; He et al., 2016). No figado, desconhece-se se este tipo de exercicio fisico podera provocar
0 mesmo tipo de alteracdes na respiracdo mitocondrial, uma vez que os estudos realizados ao
nivel deste 6rgdo, face a um plano de exercicio, sdo em nimero muito reduzido, ndo permitindo
ainda chegar a uma conclusdo. No nosso estudo, a atividade respiratoria em estado 4, face ao
treino durante 24 e 54 semanas, apresentou um ligeiro aumento, tanto quando a mitocondria foi
energizada com piruvato/malato como com succinato. No entanto, este aumento sé se
apresentou estatisticamente significativo para a respiracdo suportada pelo complexo I. Este
ligeiro aumento poderéd ser uma consequéncia da demanda energética, a nivel hepatico, que
estara associado ao exercicio fisico.

Os resultados por nos obtidos na avaliacdo da respiracdo mitocondrial, pelo menos na
respiracdo suportada pelo complexo Il, vao de encontro a alguns estudos realizados a nivel do
figado assim como de outros 6rgdos, publicados por outros investigadores, face a um plano de
exercicio semelhante, com exce¢do da duracdo. Fletcher e colaboradores (2014) néao
verificaram qualquer alteracdo na velocidade da respiracdo mitocondrial hepética, em estado 4,
em ratos Sprague-Dawley, face a um plano de exercicio de intensidade moderada com uma
duracéo de 4 semanas. Um estudo realizado por Lumini-Oliveira (2011) também né&o registou
alteracOes na respiracdo mitocondrial, a nivel cardiaco, face a um protocolo de exercicio que

teve a duracdo de 14 semanas, 5 dias/semana, 60 min/dia a uma velocidade de 25 m/min.
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J& na avaliacdo da respiracéo suportada pelo complexo | em funcédo do treino, 0s nossos
resultados mostram algumas diferengas comparativamente com o0s estudos referidos. No
primeiro sacrificio, ou seja, as 24 semanas de treino verificamos um aumento estatisticamente
significativo na respiracdo, em estado 4, suportada pelo complexo I, comparativamente com 0s
animais da mesma idade né&o exercitados. O treino de 54 semanas provocou igualmente um
ligeiro aumento da respiracdo, sendo mantida a tendéncia verificada com as 24 semanas de
treino. O aumento da respiracao no estado 4 pode de alguma forma estar relacionado com um
maior desacoplamento o que levard a uma menor eficacia do processo de fosforilagdo oxidativa,
tal como ja foi referido (Schoepe et al., 2012). No entanto, segundo os resultados por nds
previamente apresentados, a pratica de exercicio fisico tanto as 24 como as 54 semanas,
provocou um aumento na atividade da citrato sintase, o que é indicativo de um aumento no teor
mitocondrial, sendo este estatisticamente significativo as 54 semanas de treino. Assim, 0
aumento da taxa respiratoria suportada pelo complexo I, ndo tera resultado dum aumento do
grau de desacoplamento, mas sim do aumento da massa mitocondrial.

Desta forma, o estudo por nds proposto parece indicar que a duracdo do treino, além de
ser essencial para a melhoria de alguns parametros da funcdo mitocondrial, tal como mostramos
previamente, também parece influenciar a respiracdo mitocondrial hepatica. Segundo a
literatura, as variacOes de intensidade parecem ser aquilo que provocard maiores alteracdes no
processo de respiracdo (Radak et al., 2013). No entanto, no plano de exercicio por nds utilizado,
mostra que apesar da intensidade ser mantida num nivel moderado, o tempo de duracdo de
treino parece compensar a auséncia de grandes oscilacBes na intensidade, pelo menos no
desenvolvimento de mecanismos adaptativos a nivel da respiragdo mitocondrial.

Os resultados por nés obtidos ao nivel da respiracdo mitocondrial mostram que o
exercicio fisico parece prevenir o desacoplamento observado com o aumento da idade, o que
possivelmente resultard numa maior eficacia no processo de fosforilacdo do ADP, como
consequéncia de uma respiracdo mais eficaz, principalmente quando o treino é mantido durante
54 semanas. No entanto, ndo podemos avaliar com toda a certeza o estado de acoplamento entre
0 processo de respiracdo e fosforilagdo do ADP, uma vez que esta avaliacdo apenas seria

possivel se tivesse sido avaliado o estado de respiragéo 3.

87



Capitulo IV — Resultados e Discussdo

4.4. Efeito da pratica de exercicio a longo prazo no processo de
envelhecimento

O envelhecimento é associado a diversos processos degenerativos que, devido a
acumulacdo de danos moleculares e celulares, acabam por levar a uma perda progressiva da
capacidade de resposta a determinados estimulos (Giorgi et al., 2018). Segundo alguns autores,
a mitocondria tem um papel central em todo este processo, uma vez que o dano provocado neste
organelo ao longo da vida pelas ROS produzidas no normal metabolismo é apontada como uma
das causas do envelhecimento (Harman, 1972; Cui et al., 2012).

O exercicio fisico tem ganho cada vez mais relevancia, como uma possivel solugdo, para
a prevencdo de possiveis consequéncias do envelhecimento ao nivel dos diferentes 6rgdos. Ha
cada vez mais estudos que associam esta pratica a uma melhoria na funcdo antioxidante e
mitocondrial, duas das funcbes que sdo maioritariamente afetadas com o aumento da idade.
Varios investigadores associam o treino de intensidade moderada a estas melhorias (Radak et
al., 2013; Liguori et al., 2018). No entanto, ndo esta descrito durante quanto tempo este tipo de
exercicio tem que ser mantido para se desenvolver uma adaptacao cronica.

O presente estudo permitiu avaliar o efeito do treino ao longo de toda a vida e como €
que este parece atuar na atenuagao das consequéncias do processo de envelhecimento. O facto
deste protocolo manter os parametros do exercicio constantes variando apenas um, permitiu-
nos avaliar o seu impacto no desenvolvimento de mecanismos adaptativos ao nivel hepatico, o
que é inovador comparativamente a maioria dos trabalhos existentes na literatura. O tempo da
duracdo do treino foi a varidvel por nds avaliada, enquanto que os restantes parametros do
exercicio foram mantidos constantes. Na tabela IV encontra-se uma representacdo geral dos
resultados obtidos neste estudo.

No geral, o plano de treino ao longo da vida por nés imposto mostrou-se eficaz em
contrariar os efeitos deletérios do envelhecimento ao nivel da fungdo mitocondrial e
antioxidante, através de uma estimulacdo de ambas as funcbes. Segundo os resultados por nds
obtidos, 0 aumento da idade provocou uma ligeira diminuicdo da massa mitocondrial assim
como alguma disfung&o ao nivel dos complexos da CTE nas mitocondrias hepaticas. Parte desta
disfuncéo resultou numa menor eficacia da respiracdo mitocondrial

As alteracdes referidas estdo tipicamente associadas a uma maior producgédo de ROS ao
nivel da CTE, o que é tipicamente associado ao aumento da idade. Assim, as mitocéndrias

hepéticas parecem encontrar-se ligeiramente afetadas pelo processo inicial de envelhecimento,
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apesar dos animais por nos utilizados no momento do Gltimo sacrificio, terem 62 semanas de

vida e, como tal, ndo serem considerados velhos.

Tabela 1'V—Tabela resumo dos resultados obtidos na avaliagdo da fungéo antioxidante e mitocondrial, em amostras
de figado pertencentes aos animais dos diferentes grupos experimentais, face ao envelhecimento e ao exercicio
praticado ao longo da vida. A Gltima coluna da tabela, “exercicio na idade”, representa o efeito que a préatica de
exercicio teve nos efeitos provocados pela idade, tanto na fungdo mitocondrial como na capacidade antioxidante.
O sinal (+) indica que o exercicio provocou uma melhoria nos parametros avaliados, comparativamente com os
efeitos da idade. O sinal (-) indica que o exercicio piorou os parametros avaliados, comparando com os efeitos da
idade.

Idade Treino Exercicio na idade

Funcéo Antioxidante

SOD = T +

CAT | 0 +

GPx, GR l l -

GST = l -
Peroxidacéo lipidica ! +

Razédo GSH/GSSG

- —
H
+

Funcéo Mitocondrial

Citrato Sintase l 1 +
Complexo | T l -
Complexo Il l 1 +
Complexo IV l 1 +

Atividade Respiratoria 1 1 +

E de esperar que esta ligeira disfuncdo mitocondrial se reflita, em parte, na funcio
antioxidante resultando em alteracdes que séo tipicamente associadas ao envelhecimento. De
facto, algumas das enzimas antioxidantes, como a CAT, GPx e a GR, apresentaram uma
diminuicdo de atividade, consequente deste processo. No entanto, a SOD e a GST nédo
apresentaram alteracdes significativas. Para além da deplecdo enzimatica referida, ainda foram
observados alguns danos ao nivel das membranas celulares. Possivelmente os animais mais
velhos por nos utilizados ainda apresentariam alguma capacidade de resposta, o que justifica o
facto das consequéncias do envelhecimento ndo se apresentarem muito notorias

comparativamente com outros estudos da especialidade.
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As 24 semanas de treino verificou-se de uma diminuicéo significativa na atividade do
complexo Il e IV, o que podera levar a uma menor eficacia no transporte de eletrées. Assim,
esta diminuicdo de eficacia podera contribuir, em certa parte, para 0 aumento observado na
producdo de ROS. Através da avaliacdo da funcao antioxidante, neste momento temporal (24
semanas), verificamos que existe uma producdo de ROS significativamente aumentada como
consequéncia do exercicio. A atividade enzimética antioxidante de algumas das enzimas
apresentou uma diminuicdo pelo que a capacidade antioxidante endégena nao foi suficiente
para eliminar as ROS produzidas em consequéncia do exercicio, o que podera justificar o dano
provocado ao nivel enzimatico. Estas alteracfes parecem ser indicativas de que o treino nao foi
mantido durante o tempo suficiente de forma a desenvolver-se uma resposta adaptativa crénica,
0 que resultou na existéncia de estados de stresse oxidativo.

O treino durante 54 semanas pareceu estar associado a existéncia de um processo
adaptativo ao nivel da mitocondria e da fungdo antioxidante. Esta pratica levou, no geral, a uma
maior eficicia da CTE, traduzida por um aumento da atividade do complexo Il e 1V, apesar de
se ter observado um decréscimo da atividade do complexo I. A avaliacdo da respiracdo
mitocondrial mostrou que esta pratica provocou uma maior eficacia no processo de respiracao.
O aumento da eficacia observado no processo de respiragdo, estard associado a uma menor
producdo de ROS a este nivel. A funcdo antioxidante, neste momento temporal (54 semanas),
encontra-se estimulada e os marcadores de stresse oxidativo mostram que o figado ja ndo se
encontrard num estado de stresse oxidativo consequente da pratica de exercicio fisico, o que
indica que ja terd ocorrido um processo adaptativo a esta pratica.

Assim, o exercicio parece provocar primeiramente um efeito nas mitocondrias
hepaticas, fazendo com que estas emitam um sinal, possivelmente na forma de ROS, que servira
como estimulo para o desenvolvimento dos mecanismos de adaptacdo. No entanto, é necessario
manter constantes a existéncia deste estimulo mais do que 24 semanas para provocar tal efeito.
A estimulacdo referida resultara em alteracGes ao nivel da fungdo antioxidante. Posteriormente,
serdo também provocadas alteracGes no fendtipo mitocondrial provocando uma melhoria do
funcionamento mitocondrial, alteracdes que foram observadas as 54 semanas de treino.

Tendo em conta esta informacdo, parece ser plausivel assumir que a partir de certo
momento de treino, é necessario um aumento da intensidade do treino, para provocar uma
melhoria nos mecanismos adaptativos ja desenvolvidos no figado por esta pratica, uma vez que
0 tempo de treino ndo compensara totalmente a auséncia deste incremento, ou até oscilagdes,

na intensidade do treino. No entanto, o tempo de treino é crucial para que ocorra uma adaptagédo
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a nivel mitocondrial, mais especificamente ao nivel da cadeia transportadora de eletrfes
mitocondrial hepética. J& para uma adaptacdo do sistema antioxidante parece ndo ser necessario
tanto tempo de treino.

Eventuais alteracdes nas atividades dos complexos ndo sdo observadas em estudos da
especialidade onde é avaliado o comportamento do figado face a um protocolo de exercicio de
intensidade moderada, possivelmente porque os planos de exercicio na maioria dos casos sdo
mantidos entre as 8 e as 16 semanas de treino, 0 que parece ndo ser suficiente para ocorrer
alteracdes na mitocondria (Fletcher et al., 2014; Gongalves et al., 2014).

Avaliando o efeito do plano de exercicio nas consequéncias provocadas pelo normal
processo de envelhecimento a nivel hepatico, vemos que, no geral, houve um efeito positivo. O
treino mantido durante 54 semanas conseguiu atenuar os efeitos do aumento da idade,
provocando uma melhoria da funcdo mitocondrial e antioxidante, contrariando as

consequéncias deletérias da idade a este nivel.
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V.  Conclusoes finais

No objetivo deste trabalho foi proposta a avaliacdo da funcéo hepatica geral, assim como
da funcdo antioxidante e mitocondrial hepatica em funcdo de duas varidveis: o processo de
envelhecimento, ou seja, a idade, e um plano de exercicio fisico aerébio de intensidade
moderada ao longo da vida. Os animais praticaram exercicio durante 24 semanas, sendo
sacrificados quando tinham 32 semanas de vida (jovens), e 0s restantes animais praticaram
exercicio durante 54 semanas, sendo sacrificados quando tinha 62 semanas de vida (meia
idade).

Varios investigadores associam a préatica de exercicio de intensidade moderada ao
desenvolvimento de mecanismos adaptativos. No entanto, ndo esta descrito durante quanto
tempo o treino tem que ser mantido para se desenvolver uma adaptacdo cronica maximizada.
Estas conclusdes tém por base estudos realizados no musculo esquelético, porém a prética de
exercicio envolve um conjunto de 6rgdos de forma a que possam ser cumpridas as necessidades
energéticas exigidas por esta atividade. No entanto, os estudos da especialidade em que utilizam
o figado sé@o em numero reduzido, o que torna dificil tirar alguma concluséo.

O facto deste trabalho permitir uma avaliacdo do efeito do exercicio ao longo da vida,
tendo assim em conta 0 aumento inevitavel da idade, torna este trabalho diferenciador dos
estudos existentes que avaliam o comportamento hepatico face a este estimulo, permitindo-nos
observar se, de facto, o exercicio podera atenuar ou até prevenir algumas das consequéncias do
processo de envelhecimento a este nivel. Desta forma, o plano de treino por n6s proposto
permite analisar o efeito do tempo do treino a nivel da fungdo mitocondrial e antioxidante, uma
vez que esta foi a Unica varidvel no plano em questdo, tendo sido mantidos constantes 0s
restantes parametros do exercicio.

A avaliacdo de diversos biomarcadores da fungdo hepatica mostraram que o figado nao
sofreu qualquer dano face ao envelhecimento e face ao plano de exercicio fisico aplicado.

A funcdo antioxidante mostrou uma melhoria face ao treino praticado durante 54
semanas, que foi traduzida por um aumento de atividade das principais enzimas antioxidantes
(SOD, CAT) e uma ligeira diminuicdo do dano lipidico assim como um aumento da razéo
GSH/GSSG, comparativamente com os efeitos do aumento da idade. Apesar de se terem
verificado diminuiges estatisticamente significativas ao nivel de algumas das enzimas
antioxidantes (GPx, GST), a funcdo antioxidante n&o parece ser diretamente afetada.

A fungdo mitocondrial também apresentou uma melhoria com o treino, relativamente

aos efeitos provocados pelo aumento da idade. Esta melhoria traduz-se por um incremento na

95 |



Capitulo V — Conclusfes Finais |

massa mitocondrial, assim como uma maior capacidade respiratdria mitocondrial. A atividade
do complexo | mostrou ser afetada diretamente pela idade, contrariamente ao que ocorreu nas
atividades do complexo Il e IV. Estes dois complexos foram mais afetados pelo exercicio do
que pelo processo de envelhecimento, desta forma o exercicio conseguiu contrariar, pelo menos
em parte, a deplecéo verificada com a idade.

Os resultados apresentados confirmam que a pratica de exercicio ao longo da vida
provoca uma melhoria da fungéo antioxidante e da funcdo mitocondrial. Apesar de a intensidade
ser considerada o principal parametro para o desenvolvimento de mecanismos adaptativos, este
trabalho mostra que o tempo de treino é essencial para o desenvolvimento de alguns destes
processos, principalmente a nivel mitocondrial. Desta forma, seré plausivel assumir que o treino
ao longo da vida podera prevenir algumas das consequéncias do envelhecimento, podendo
funcionar, isoladamente ou como adjuvante de alguma terapia farmacoldgica, na prevencéo de
algumas patologias hepaticas associadas com a idade, principalmente as que possam resultar de
uma disfuncéo a nivel mitocondrial ou associadas ao stresse oxidativo.

Para além disto, sera plausivel assumir que a continuidade deste plano de exercicio até
uma idade mais avancada possa ter efeitos, ainda mais significativos, na prevencao de algumas

das consequéncias do envelhecimento.
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ANEXO A
Curva de calibragdo utilizada para o célculo do teor de GSH no homogeneizado de figado e
gréfico obtido
[GSH] Volume de GSH Volume de Volume de OPT
MM (100 pm) tampéao fosfato (1 mg/ml)
0 0 L 2300 L 200 pL
0,1 2,5 L 2297,5 L 200 pL
0,5 12,5 uL 2287,5 UL 200 L
1 25 pL 2275 L 200 pL
2 50 pL 2250 uL 200 L
4 100 uL 2200 uL 200 pL
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A leitura da fluorescéncia foi realizada usando emisséo a 426 nm, com excitacao a 339, depois de decorridos 15
minutos de rea¢do com o OPT.
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ANEXO B
Curva de calibracdo utilizada para o célculo do teor de GSSG no homogeneizado de figado e
gréfio obtido
[GSSG] Volume de GSSG  Volume de NaOH Volume de OPT

MM (100 pM) (100 mM) (1 mg/ml)

0 0L 2300 pL 200 pL

0,1 2,5 L 2297,5 uL 200 pL

0,5 12,5 L 2287,5 uL 200 pL

2 50 pL 2250 uL 200 pL

4 100 pL 2200 L 200 pL
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[GSSG] uM

A leitura da fluorescéncia foi realizada usando emisséo a 426 nm, com excitacdo a 339, depois de decorridos 15

minutos de rea¢do com o OPT.
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ANEXO C

Espetro de absorgéo correspondente ao citocromo ¢ 100% reduzido
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ANEXO D

Representacao de um registo tipo obtido num ensaio de respirometria de alta resolucdo.

Respiragdo Piruvato
Basal /Malato

b

T
550

Wavelength (nm)

Rotenona

l

l

CapituloVIl — Anexos |

Succinato KCN

l

-1501
-2001
-2501
-3001
-350-

N

0:00

03

035
Range [homin]: 1:10

" 046

115






