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dependente em ratos Wistar submetidos a exercicio fisico agudo de natacdo. 2016. 50 f.
Dissertacdo (Mestrado em Educagdo Fisica) — Programa Associado UEL/UEM de Pés-
graduacdo em Educacdo Fisica. Centro de Educacgdo Fisica e Esporte. Universidade Estadual
de Londrina, 2016.

RESUMO

A conversao do aminoacido metionina para S-adenosilmetionina (SAM) ¢ passo fundamental
nas reagdes de transmetilacdo que envolvem a doacdo de grupamentos metila requerida para
diversas fungdes no organismo. A homocisteina (Hcy) é o principal subproduto dessas reagdes
de transmetilacdo e sua formacdo pode refletir modulagdes no fluxo de reagdes de
transmetilagdao. Nos ultimos anos, elevada concentracdo de Hcy no sangue tem sido associada
com uma série de doengas cronico-degenerativas. O exercicio fisico aumenta as demandas
energéticas ¢ metabodlicas e podem modular o fluxo de metilagdo. Contudo, a atuagdo do
exercicio fisico agudo sobre este metabolismo ainda ¢ desconhecida. O objetivo do presente
estudo foi verificar os efeitos do exercicio agudo de diversas intensidades sobre o
metabolismo da Hcy em ratos Wistar. Foram utilizados 44 ratos Wistar pesando entre 250-
300g, em dois experimentos distintos. No Experimento 1, 10 animais foram submetidos a 3
sessoes de exercicio de natagao suportando 2, 4 e 6% do peso corporal (PC) atado ao toérax As
sessoes foram separadas por 48h de descanso entre elas. Ao final do esfor¢o, 500 pul de sangue
foram retirados pré, Oh, 1h e 2h, 3h e 4h da veia caudal dos animais para posterior analise da
concentragdo de Hcy. No Experimento 2, 34 animais foram submetidos a 60 min de natagao
suportando carga de 4% do PC. Os animais foram eutanasiados pré (n=7), 1h (n=7), 2h (n=6),
3h (n=7), 4h (n=7) ap6s o exercicio agudo para determinag¢do de Hcy plasmatica e expressao
de genes chave do metabolismo da Hcy no figado. Os resultados estdo apresentados em média
+ desvio padrdo. A analise de variancia one-way (ANOVA), seguido de Post Hoc de Tukey
foram utilizados (p<0,05). No Experimento 1, o exercicio agudo promoveu aumento da
concentragdo de Hcy intensidade-dependente. No Experimento 2, a Hey apresentou elevagao
significativa ao logo do tempo e a andlise da expressdo génica das enzimas deste metabolismo
denotou aumento significativo na enzima MAT apos 4h de exercicio, indo de encontro com
uma diminui¢do da concentragdo de SAM (p<0,01). Em contrapartida, redugdes significativas
na expressdo génica das enzimas GNMT, MTRR e BHMT foram encontradas apos 3h (-
9,45%), a partir de 1h (-9,09%) e apds 4h (-2,31%), respectivamente. Estes dados sugerem
que o exercicio agudo aumenta a Hcy de maneira intensidade-dependente e que esta elevagao
se da, principalmente, pela alta requisi¢do de compostos metilados provenientes da SAM. Tais
mudangas, associadas a diminui¢do da expressao génica das enzimas de remetilacio MTRR e
BHMT, nos mostram que a elevagdo da Hcy apods sessdo aguda de exercicio se da por estes
motivos, uma vez que as vias relacionadas a estas enzimas sdo responsaveis pela renovacao e
catabolismo da Hcy.

Palavras-chave: Homocisteina. Exercicio fisico agudo. Metionina.
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ABSTRACT

The conversion of the amino acid methionine to S-adenosylmethionine (SAM) is a crucial
step in transmethylation reactions involving the donation of methyl groups required for
various functions in the body. Homocysteine (Hcy) is the main by-product of these
transmethylation reactions and their formation may reflect modulations in transmethylation
reactions flow. In recent years, high concentration of Hcy in the blood has been associated
with a number of chronic diseases. Physical exercise increases energy and metabolic demands
and can modulate methylation flow. However, the performance of acute exercise on this
metabolism is still unknown. The aim of this study was to investigate the effects of acute
exercise of various intensities on the metabolism of Hcy in Wistar rats. 44 Wistar rats
weighing 250-300g, in two separate experiments were used. In Experiment 1, 10 animals
were submitted to 3 swimming exercise sessions supporting 2, 4 and 6% of body weight
(BW) attached to the thorax The sessions were separated by 48 hours of rest between them. At
the end of the effort, 500 ml of blood were taken pre, Oh, 1h and 2h, 3h and 4h the tail vein of
animals for analysis of the concentration of Hcy. In Experiment 2, 34 animals were subjected
to 60 min of swimming supporting load of 4% of the PC. The animals were euthanized pre (n
=7), Ih (n="7), 2h (n =6), 3h (n =7), 4h (n = 7) after the acute exercise for determination of
plasma homocysteine levels and expression of key genes Hcy metabolism in the liver. The
results are presented as mean =+ standard deviation. ANOVA one way (ANOVA) followed by
Tukey post hoc were used (p <0.05). In Experiment 1, the acute exercise promoted increased
concentration of Hcy intensity-dependent. In Experiment 2, the Hcy increased significantly
the logo of time and the analysis of gene expression of enzymes of this significant increase in
MAT denoted metabolism enzyme after 4pm exercise, meeting with a decreased
concentration of SAM (p <0.01 ). In contrast, significant decreases in gene expression of
GNMT enzyme MTRR BHMT and were found after 3h (-9.45%) from 1h (-9.09%) and after
4h (-2.31%), respectively . These data suggest that acute exercise intensity increases Hcy-
dependent manner and that this increase is due mainly due to the high request methylated
compounds from the SAM. Such changes associated with decreased gene expression of
enzymes remethylation MTRR and BHMT, show us that the elevation of Hcy after acute
session of exercise is given for these reasons, since the pathways related to these enzymes are
responsible for the renewal and catabolism Hcey.

Key Words: Homocysteine. Acute exercise. Methionine.
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1 INTRODUCAO

metionina ¢ um aminodcido semi-essencial e de grande importancia nas

reacdes que envolvem doacdes de grupamentos metila (CH3) para o

organismo, tendo a homocisteina (Hcy) como seu metabolito intermediario
no processo de transmetilagdo da metionina. Niveis plasmaticos elevados de Hcy (Hiper-
homocisteinemia (HHcy)) tém sido relacionados a vérias doengas, tais como: doencas
cardiovasculares (NEVES et al., 2004; LI et al., 2015), diabetes mellitus tipo 2 (WIJEKOON
et al., 2007; HASSAN et al., 2015), doengas neuro-degenerativas (OBEID et al., 2006), ma
formagdo do tubo neural (CHENG et al., 2015), além de disfungdes renais cronicas (LAI et
al., 2014). Apesar de tais reagdes de metilagdo ocorrerem de forma natural no nosso
organismo, essas podem sofrer alteracdes de acordo com a exigéncia metabdlica,
especialmente se induzidas por exercicio fisico agudo ou crénico (MAROTO-SANCHEZ et
al., 2013; DEMINICE, et al., 2016), dictas e suplementagdes (CHEN et al., 2005; VENTA et
al., 2009; DEMINICE, RAFAEL et al., 2013), além de fatores genéticos (YAMADA et al.,
2001; CHENG et al., 2015). A partir dessa oOtica, estudos vém sendo conduzidos para melhor
entender os mecanismos de acdo deste complexo metabolismo.

O musculo estriado esquelético ¢ uma ““maquina molecular” capaz de
transformar energia quimica em energia mecanica para gerar forca e poténcia (ENOKA,
2002), possibilitando a execucdo de exercicios fisicos bem como atividades fisicas e
esportivas. A inatividade fisica e o baixo nivel de condicionamento fisico vém sendo
considerados fatores de risco para a saude, sendo estes tdo importantes quanto a obesidade,
tabagismo, diabetes mellitus tipo 2, hipertensio arterial sistémica e doengas cardiovasculares
(CIOLAC et al., 2004; VASCONCELLOS et al., 2013).

Estudos tém demonstrado alteracdes nas concentragdes plasmaticas de Hcy
quando seres humanos (VINCENT et al., 2006, DEMINICE, RAFAEL et al., 2013) e
roedores (DEMINICE, VANNUCCHI, et al.,, 2011; NEUMAN et al.,, 2013) foram
submetidos a exercicio fisico de alta intensidade. Esta alteragdo est4 relacionada, em parte, a
modificacdo na demanda energética causada pelo exercicio que, por sua vez, pode refletir em
uma modulacao das reagdes de metilagdo e subsequente modificagdo nas concentragdes
plasmaticas de Hcy. Nesse sentido, estudos demonstraram que a concentragdo de Hcy
plasmatica ¢ dependente do tipo, volume e intensidade de exercicio, bem como da idade e do
nivel de condicionamento fisico (HERRMANN et al., 2003; KONIG et al., 2003; GELECEK
et al., 2007, DEMINICE e JORDAO, 2011). Quando o exercicio fisico ¢ realizado
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agudamente, em intesidade baixa ou moderada e por um longo periodo, hd& aumento na
concentragdo de Hcy apods exercicio. (HERRMANN et al., 2003) Em relagdo ao exercicio
agudo de alta intensidade, as concentracdes de Hcy também se elevaram ao fim do exercicio.
(STEENGE et al., 2001; DEMINICE e JORDAO, 2011). Alguns autores sugerem que esta
resposta se d4 pelo aumento do catabolismo de proteinas, alterando o turnover proteico
(DEMINICE, VANNUCCHI, et al., 2011). Um dos aminoacidos responsaveis por estas
alteracdes ¢ a metionina devido ao fato de ser um aminoécido glicogénico, ou seja, atua na
gliconeogénese. Por meio de sua degradagdo, ocorre a entrada da metionina no Ciclo de
Kreb’s, o que possibilita a continuidade do fornecimento de energia através da fosforilagdo
oxidativa e a consequente disponibilidade de glicose para o organismo, necessaria tanto
durante como ao final do exercicio, sendo isto extremamente necessario para a reposicao dos
estoques de glicogénio muscular. A partir disso, acredita-se que o exercicio fisico pode
modular as concentragdes de Hey de acordo com a sua intensidade e o seu volume.

Em uma meta-andlise publicada recentemente pelo nosso grupo
(DEMINICE, RIBEIRO, et al., 2016), nés discutimos os efeitos do exercicio fisico agudo e
cronico sobre as concentragdes plasmaticas de Hcy. Um dos desfechos encontrados foi que
em exercicios realizados agudamente, seja em baixa/moderada intensidade por um longo
periodo ou de alta intensidade e curta duracdo, houve elevacdo da Hcy plasmatica,
confirmando a hipotese previamente sugerida pelos autores. Entretanto, com a diversidade de
metodologias aplicadas e a escassez de pontos de andlise de Hcy pds-sessdo aguda de
exercicio e, para o melhor entendimento deste metabolismo, estratégias que permitam
respostas para perguntas de como e o por qué da Hcy se elevar ao fim destes estimulos

precisam ser executadas.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos Gerais

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do exercicio fisico

agudo de natacao com diferentes intensidades sobre a concentragdo plasmatica de Hcy e

compostos chave, inerentes ao seu metabolismo.
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1.2.2 Objetivos Especificos

1) Estudar a influéncia de diferentes intensidades de exercicio fisico agudo
de natacdo sobre a concentracdo plasmatica de Hey;

2) Estudar as modulagdes especificas causadas pelo exercicio fisico agudo
de natacao sobre o metabolismo da Hcy por meio de determinagdo da

expressdo genica de enzimas chave pertencentes a esse metabolismo.

1.3 HIPOTESES (H)

H1 = O exercicio fisico agudo promove aumento da concentragdo de Hcy
plasmatica de maneira intensidade-dependente por meio do aumento da demanda por SAM e
reacdes de transmetilacdo. Como consequéncia, a concentragdo de Hcy no plasma ¢
aumentada apds sessao aguda de exercicio;

HO = O exercicio fisico agudo ndo altera as concentragdes plasmaticas de

Hcy, bem como a expressdo génica das enzimas pertinentes a este metabolismo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 METABOLISMO DA HCy

Hcy ¢ o metabdlito intermedidrio no processo de transmetilagdo da

metionina, sendo esta proveniente da dieta e/ou do seu proprio catabolismo.

As reagoes de transmetilagdo ocorrem em todas as células do organismo,
quando grande parte da metionina ¢ ativada por ATP para formar S-Adenosilmetionina
(SAM). Esta agdo ¢ ativada pela enzima Metionina Adenosiltransferase (MAT), a qual utiliza
a adenosina do ATP para formar SAM. Uma vez formada, a SAM pode ser ativada pela
enzima Glicina N-metiltransferase (GNMT), a qual atuard quando houver, principalmente,
alta disponibilidade de metionina no organismo decorrida, como por exemplo, pela alta
ingestao deste aminoacido. A acdo da enzima GNMT ¢ de doar o grupamento metila da SAM
para a formacdo de sarcosina, utilizando como produto a glicina. Esta reagdao tem funcao
principal de regular a taxa de SAM/SAH (SELHUB, 1999) e, a partir de sua ativagdo, a SAM
passa a ser S-Adenosilhomocisteina (SAH), a qual serd hidrolisada por meio da a¢do da
enzima SAH-hidrolase que, quando inibida, gera o acumulo de SAH, impossibilitando a
continuagdo das reagdes de metilacdo (STIPANUK, 2004).

Uma vez sintetizada, a Hcy pode seguir duas vias: 1) a remetilacdo ou
formagdo de novo de metionina a partir de Hcy; esta reagdo ocorre em todos os tecidos e em
parte no figado; 2) ser metabolizada no processo de transulfuragdo pelo figado, rins, intestino
delgado e pancreas (BROSNAN et al., 2004) (Figural).

A remetilacdo € o processo pelo qual a Hcy recebe o grupamento metila de
outros componentes para a ressintese de metionina. Este processo ocorre quando a enzima
metionina sintase (MS) utiliza o S-5-metiltetrahidrofolato (THF) como doador de metila. O
THF doa seu grupamento metila por meio da acdo da enzima Metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) ou pela via alternativa betaina-homocisteina metiltransferase (BHMT)
(STIPANUK, 2004). Esta via de remetilacdo que utiliza a THF ¢ dependente de vitamina B,
j& a reagdo com betaina nao ¢ dependente de By».

A via de transulfuracdo ¢ responsavel por metabolizar a Hcy por meio da
enzima Cistationina-B-sintase (CPBS). Esta enzima cataliza a rea¢do da serina com a Hcy
formando cistanionina em uma reagdo irreversivel ativada por Piridoxal 5-fosfato (PSP), mais

conhecida como vitamina Bg. A cistationina ¢ hidrolisada pela enzima y- Cistationina sintase,
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também ativada por vitamina Bg, para formar cisteina e a-Cetobutirato. O excesso de cisteina
¢ oxidado em taurina e sulfatos inorganicos e eliminado na urina.

A capacidade do organismo em discriminar quando utilizar a via de
remetilacdo ou de transulfuragdo denota seu poder de adaptagdo as diferentes quantidades de
metionina disponiveis no organismo, evidenciando uma regulagcdo coordenada entre essas vias

(SELHUB, 1999).

Figura 1 — Metabolismo da Homocisteina e enzimas responsaveis pela transmetilagao
remetilacdo e transulfuracdo. (Criacdo do autor)
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* MAT
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¥
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Estudos experimentais in vitro sugerem que essa coordenagao se da por pelo

menos dois mecanismos:
1. Pela capacidade da SAM em agir como inibidor alostérico da
Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) bem como ativador da CBS
(KUTZBACH et al, 1967; 1971; KORACEVIC et al., 1977;
FINKELSTEIN et al., 1984), pois suprime a sintese de N-5-
metiltetrahidrofolato, substrato necessario para as reacdes de

remetilacdo, promovendo, assim, as reacdes de transulfuracao;
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2. O segundo mecanismo ¢ a regulacdo da concentracdo intracelular de
SAM. No figado, a SAM ¢ regulado por uma reacdo catalizada pela
enzima GNMT onde transfere um grupamento CH3; da SAM para o
grupamento amino da glicina, formando sarcosina. Abundantemente
encontrada no figado, a enzima GNMT ¢ fortemente inibida pela N-5-
metiltetrahidrofolato. Em pacientes recebendo dieta rica em proteinas
animais contendo metionina, 70% da Hcy € catabolizada pela enzima
CBS via transulfuragdo, enquanto naqueles com dieta hipoprotéica, ou
em jejum, a via da remetilacdo ¢ favorecida e apenas 10% ¢
catabolizada pela CBS (NEVES et al., 2004).

Possiveis deficiéncias na via de transulfuracdo devem ser levadas em
consideracdo quando o organismo passa a ndo formar nenhum subproduto destas reagdes,
como por exemplo: cistationia, cisteina ou taurina. A auséncia desses aminoacidos pode ser
ocasionada pelo polimorfismo do gene responsavel pela transcricao e sintese da enzima CS,
promovendo, assim, quadro de hiperhomocisteinemia (NEVES et al., 2004).

A via de remetilacdo também estd suscetivel a erros genéticos, sendo um
dos principais aquele relacionado ao gene da MTHFR (C677T); este homozigoto ¢
responsavel por acometer 10-16% da populagdo (GOYETTE et al., 1995) e sua causa esta
relacionada com outros fatores, como a ma formagdo do tubo neural (CHENG et al., 2015),
fatores nutricionais e ingestdo exacerbada de alcool (JACQUES et al., 2001; GANIJI et al.,
2003). Este polimorfismo faz com que haja a diminuicdo das concentracdes de N-5-
metiltetrahidrofolato e uma sobrecarga na via de transulfuracdo (YAMADA et al., 2001),
prejudicando seu funcionamento.

O exercicio fisico ¢ considerado um dos principais responsaveis por alterar a
homeostasia do organismo, pois requer mudangas em todos os metabolismos ¢ sistemas de
transferéncia de energia responsaveis por realizarem este controle e consequente manutengao
do exercicio. Estas alteracdes causadas pelo exercicio geram adaptacdes positivas, ao passo
que estas sdo consideradas fatores de protecdo contra varias doengas cronico-degenerativas.
Sendo assim, a inatividade fisica e o baixo nivel de condicionamento fisico vém sendo
considerados fatores de risco tdo importantes e determinantes quanto a obesidade, tabagismo,
diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica e doengas cardiovasculares (CIOLAC et al.,
2004; VASCONCELLOS et al., 2013). Como a Hcy ¢ considerada fator independente para o
desenvolvimento de doencas cronico-degenerativas ¢ vem recebendo atengdo por parte dos

pesquisadores devido a esta associacdo, estes estdo empenhados a estudar os efeitos do
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exercicio fisico sobre o seu metabolismo. Entretanto, as respostas sobre o efeito do exercicio

fisico agudo ou crdnico ainda geram certa confusao.

2.2 HOMOCISTEINA E EXERcCIic10 FiSICO AGUDO

Quando relacionamos Hcy e exercicio fisico agudo, um dos interesses da
comunidade cientifica ¢ o aumento subito em suas concentracdes plasmaticas, o qual pode
promover disfun¢do endotelial devido ao efeito citotoxico que elevadas concentra¢des de Hcy
podem gerar (BENEDINI et al., 2010). Entretanto, alguns autores sugerem que este aumento
¢ transitorio, pois ¢ requisitado pela alta demanda nas reacdes de metilagdo (IGLESIAS-
GUTIERREZ et al., 2012). Além disso, com a diversidade de modelos experimentais, tempo
de coleta sanguinea, populagdo estudada, a comparacao entre os estudos dificultam a obtencao
de dados consistentes e fidedignos.

Tentamos, aqui, agrupar os modelos experimentais para facilitar a
compara¢cdo dos estudos. Quanto ao tipo de esforgo, foram separados seis estudos que
utilizaram exercicios em esteira rolante (WRIGHT et al., 1998; GELECEK et al., 2007;
SUBASI et al., 2009; MCANULTY et al., 2011; MARYAM KOUSHKIE, 2012; MAROTO-
SANCHEZ et al., 2013); em todos estes estudos a intensidade foi moderada (70-80% V02yax)
e com diferentes tempos de permanéncia nos esforcos. Em relagdo ao tempo de coleta
sanguinea para analise de Hcy, quatro estudos (SUBASI et al., 2009; MCANULTY et al.,
2011; MARYAM KOUSHKIE, 2012; MAROTO-SANCHEZ et al., 2013) realizaram analises
pré-testes e imediatamente apos o exercicio, sendo que em todos esses estudos houve aumento
da concentracdo de Hcy pos-exercicio agudo. Wright (1998) analisou a Hcy antes do teste,
imediatamente ap6s o término e 30min pos-teste e observou aumento de sua concentragao
plasmatica do momento (pré) para o momento pos-teste, permanecendo elevada ap6s 30min,
mas sem diferenga estatistica para o pré-teste.

Quatro estudos realizaram simula¢des de competigdes (maratona, mountain
bike e triathlon) (HERRMANN et al., 2003; KONIG et al., 2003; REAL et al., 2005;
BENEDINI et al., 2010). Benedini et al. (2010) analisaram os efeitos da prova de meia
maratona em atletas de elite e amadores, coletando amostras sanguineas apenas pré-exercicio
e pos-exercicio e encontrou diferenca estatisticamente significativa (p=0.026) do momento
pré para o pdés em todos os corredores, ou seja, a Hcy se elevou apds sessdo aguda de
exercicio; contudo, os atletas de elite apresentaram concentragdes plasmaticas de Hcy

menores que os amadores, sugerindo que o nivel de condicionamento fisico afeta as



21

concentragdes de Hcy. Corroborando estes achados, Konig et al (2003), em uma simulagao de
competigdo de triathlon, também mostraram aumento nas concentra¢des de Hey apos esforgo
agudo, mas, notaram também que quanto maior o volume semanal de treinamento, menores
sdo os niveis basais de Hey, enquanto que as concentragdes de folato sdo maiores. Ja Real
et.al (2005) demonstraram que em atletas amadores de corrida (n=22) 20% dos sujeitos
apresentavam valores de Hcy em repouso > 10 umol/l (ponto de corte para risco de doenga
cardiaca isquémica) 24 hrs prévias a uma maratona. Por outro lado, 24hrs apds a maratona,
todos os atletas apresentaram aumento nas concentragdes dessa substancia.

Outros dois estudos realizaram testes especificos de corrida RAST test
(Running-based Anaerobic Sprint Test) e YoYo-Intermittent Recovery Test Level-
1(DEMINICE, RAFAEL et al., 2013; HAMMOUDA et al., 2013), sendo que em ambos os
trabalhos a Hcy apresentou elevagdo apds o final dos testes; no estudo de Deminice et.al
(2013), as analises foram realizadas pré-teste, e 1hr pds-teste, ao passo que no estudo de
Hammouda et.al (2013) as analises foram 5Smin pré-teste € 3min poOs-teste.

Outro método muito utilizado € o de ciclo-ergdbmetro, sendo que separamos
dez estudos que realizaram testes agudos e analisaram os niveis de Hcy. Destes dez, seis
estudos utilizaram testes incrementais até a exaustdo (CREE et al, 1999;
O'DOCHARTAIGH, 2004, GAUME et al., 2005; SOTGIA et al., 2007; ZINELLU et al.,
2007; VENTA et al., 2009) e, ainda, destes seis estudos apenas dois (SOTGIA et al., 2007,
ZINELLU et al., 2007) ndo encontraram aumento nas concentragdes plasmaticas de Hey pos-
sessdo aguda de exercicio. Gaume et.al (2005) analisaram individuos sedentarios e ativos e,
em ambos, houve aumento nas concentragdes de Hey, sendo menor o aumento nos individuos
fisicamente ativos. J4 Venta et.al (2009) analisaram diferentes tipos de simuladores (ciclo,
kayaker e remo) e observaram aumento na Hcy 30min pos-exercicio em todos os tipos de
esforgos.

De Crée et.al (2000) aplicaram um teste submaximo constante de 1hr em um
ciclo-ergdmetro em individuos moderadamente treinados e também encontraram aumento de
Hcy imediatamente apds o término da sessdo. Iglesias-Gutierrez et.al (2012) verificaram o
efeito do exercicio isocalorico (400kcal) em duas intensidades (baixa intensidade 40% Vo02pcak
e alta intensidade 80% V02,c.) em sedentarios e observaram aumento transitorio de Hcy, mas
ndo ocorréncia de HHcy apo6s sessdo aguda. Além disso, outros dois estudos (HAMMOUDA
etal., 2012; MURAWSKA-CIALOWICZ, 2014) utilizaram teste de Wingate, mas, somente o

estudo de Murawska-Cialowciz et al. (2014) apresentou elevacdo das concentragdes de Hcey.
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Em recente meta-analise publicada pelo nosso grupo, descrevemos os

efeitos do exercicio fisico agudo e cronico sobre a Hey plasmatica. Neste estudo, separamos

os modelos de exercicio pela intensidade e pelo volume. Os trabalhos que utilizaram

exercicios agudos de baixa/moderada intensidade por um longo periodo apresentaram

elevagdo de Hey plasmatica pos-sessdo aguda de exercicio (Figura A). O exercicio realizado

de forma aguda em alta intensidade também apresentou elevacao da Hey (Figura B) ao fim da

sessdo e, em um terceiro desfecho, onde ambas as intensidades foram analisadas em conjunto,

houve aumento da Hcy plasmatica pos-sessdo aguda de exercicio, independente do tipo de

exercicio executado.

Figura A— Desfecho dos trabalhados de baixa/moderada intensidade longa-duracdo
inseridos na Meta-analise. (DEMINICE, et al., 2016)
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Quando olhamos para o tamanho do efeito da intensidade e do volume sobre

a concentracdo de Hcy, obtivemos r = .60 (p < 0,01) para volume e r = .34 (p = 0,16) para

intensidade.

Figura C —
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Tamanho do Efeito do volume e intensidade sobre as concentragdes
plasmaticas de Hey nos estudos incluidos na meta-analise. (DEMINICE, et al.,

2016)
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Levando-se em consideracdo que a maioria dos estudos acima citados apresentou

elevagdo na concentragdo plasmatica de Hcy pods-sessdo aguda de exercicios fisicos,

independentemente do tipo e do volume utilizados, acreditamos ser importante determinar os

mecanismos pelos quais o exercicio agudo promove tais elevagdes.
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3 METODOS

3.1 ANIMAIS E TRATAMENTO

Este estudo foi conduzido em duas fases distintas, denominados
experimento 1 e experimento 2, sendo que ambos foram realizados em dias distintos, mas,
sendo executado no mesmo periodo do dia, a parte da manha. Para o experimento 1, foram
utilizados 20 ratos Wistar machos pesando 250-350g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) e mantidos no Biotério do Departamento de
Educagao Fisica e Esporte da UEL. Os animais foram acomodados em gaiolas coletivas
contendo 5 animais, com ra¢ao (Nuvilab CR-1, Nuvital) e agua ad libitum. No experimento 2,
foram utilizados 34 ratos Wistar machos pesando 250-350g, que foram divididos em 5 grupos
(Controle, 1h, 2h, 3h e 4h). Este estudo foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais

(CEUA-UEL), sob-registro de processo N° 15071.2014.60 (Anexo A).

3.2 EXPERIMENTO 1 — CINETICA DA HCy

O experimento 1 foi realizado com o intuito de determinar a cinética da Hcy
apds sessdo aguda de exercicio de natacdo bem como analisar a relacdo intensidade do
exercicio e concentragdo plasmatica de Hey. Para tanto, 20 animais foram divididos em dois
grupos: Grupo Controle (n=10) e Grupo Exercicio (n=10). Os animais realizaram trés sessoes
de natacdo suportando sobrecargas equivalentes a 2%, 4% e 6% do peso corporal, atadas ao
torax (Anexo B, C), por um periodo de sessenta minutos. Ao final da sessdo de exercicio,
foram coletados 500 pL de sangue por meio de um corte na proximidade distal da cauda do
animal nos momentos Pré-exercicio (pré), uma hora poés-exercicio (1h), duas horas pods-
exercicio (2h), trés horas pos-exercicio (3h) e quatro horas pos-exercicio (4h) (Figura 2).
Previamente as sessdes, os animais foram submetidos a quatro sessdes de adaptacdo ao
ambiente liquido descritas a seguir (Figura 4). Ao final do experimento, os animais foram
eutanasiados através de deslocamento cervical apos serem anestesiados com uma dose de

anestesia com Quetamina 0,02g e xilazina 0,004g por peso corporal.
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Figura 2 — Delineamento do experimento 1.
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3.3  EXPERIMENTO 2 — METABOLISMO DA HCY

O experimento 2 foi realizado com o objetivo de analisar os efeitos do
exercicio fisico agudo de natagdao sobre o metabolismo da Hcy. Para tanto, foram utilizados
34 ratos Wistar machos, pesando entre 250-350g, separados em cinco grupos: Grupo Controle
sem exercicio (GC; n=7) e grupos exercitados que foram eutanasiddos apds 1 hora (Glh;
n=7), 2 horas (G2h; n=6), 3 Horas (G3h; n=7) e 4 horas (G4h; n=7) de exercicio. Apos quatro
sessoes de adaptacdo ao meio liquido (Figura 4), os animais foram submetidos a sessenta
minutos de natagdo suportando sobrecarga de 4% do peso corporal. Vale ressaltar que esta
carga foi escolhida de acordo com os dados obtidos no Experimento 1. Ao final de cada
sessdo, os animais foram eutanasiados nos momentos acima descritos para a extragdo do
figado e coleta de sangue (Figura 3). O sangue foi utilizado para analise da Hcy plasmatica e
o figado para a expressdo dos genes chave das enzimas responsaveis pelo metabolismo da

Hcy.



Figura 3 — Delineamento do experimento 2
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34 PROTOCOLO DE EXERCICIO FiSICO AGUDO - NATACAO

3.4.1 Adaptacao ao Meio Liquido - Natacao

Anteriormente as sessdes agudas de exercicio de nata¢ao propriamente ditas,

todos os animais incluidos nos experimentos 1 e 2 foram submetidos a quatro sessdes de

adaptacdo ao modelo de exercicio, e ao meio liquido, com intervalo de quarenta e oito horas

entre as sessdes. A adaptagdo consistiu em inserir os animais na agua de forma progressiva

com relagdo ao tempo de exposicdo ¢ quantidade de dgua. Na primeira sessdo, 0s animais

foram colocados em grupos de dez animais em um recipiente com 20 cm de altura de agua por

15minutos. Nas sessdes subsequentes, foram aumentados a quantidade de 4gua (30 cm, 40 cm

e 40 cm) e o tempo de exposi¢do (30min, 45min e 60min). Nesse periodo, os animais nao

suportaram qualquer sobrecarga. Em todos os casos, a temperatura da agua foi mantida entre

29-31°C.
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Figura 4 — Delineamento das sessdes de adaptacdo dos animais.
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3.4.2 Sessoes Agudas de Exercicio Fisico - Natagao

No experimento 1, foram realizadas trés sessdes agudas de natacdo com
sobrecargas equivalentes a 2%, 4% e 6% do peso corporal. Durante os testes, os animais
nadaram separados em tubos de PVC® com 50 cm de altura, inseridos dentro de um recipiente
de plastico liso, de forma que ficassem isolados uns dos outros enquanto estivessem nadando.
Estes tubos de PVC® eram lisos e ndo possuiam nenhuma ranhura ou suporte para que, de
alguma forma, estes animais pudessem se agarrar a borda e descansar. A quantidade de agua
nas sessoes foi mantida (45 cm de altura) e a temperatura da dgua controlada, variando entre
29-31°C.

Para a sessdo aguda suportando sobrecarga, os animais foram pesados
previamente ¢ com base no peso corporal do dia, foi realizado o calculo de sobrecarga
conforme descrito por Manchado et. al (2006). A sobrecarga calculada foi atada ao térax do
animal e, apds isso, os mesmos foram submetidos ao exercicio de natagdo durante sessenta
minutos ininterruptos. Apds o término da sessdo, os animais foram retirados da agua,
devidamente secados com toalhas de tecido de algodao e, entdo, aproximadamente 500 uL de
sangue foram retirados e colocados em tubos de pléstico (Eppendorf® 1,5mL) por meio de
um corte na proximidade distal da cauda do animal para determinagdo das concentracoes de
Hcy. Para cada intensidade, o sangue foi coletado nos momentos pré-exercicio (pré), uma
hora pos-exercicio (1h), duas horas pds-exercicio (2h), trés horas pds-exercicio (3h) e quatro
horas pdés-exercicio (4h). O sangue foi centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm, sendo o

plasma separado e armazenado  em freezer a -80°C para posteriores analises de Hcy.
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3.5 EUTANASIA E COLETA DE MATERIAIS BIOLOGICOS

Para a eutandsia, os animais foram anestesiados com ketamina 0,02g e
xilazina 0,004g/ Kg de peso corporal. Em seguida, procedeu-se com a abertura da cavidade
abdominal e o sangue (aproximadamente 1mL) foi coletado da veia cava inferior na sua
porcao abdominal em tubos heparinizados. O sangue foi centrifugado por 10 minutos a 4000
rpm e o plasma separado e armazenado a -80°C para posteriores andlises. O figado foi
extraido e pesado, aliquotado e congelado em nitrogénio liquido e, posteriormente,

armazenados a -80C.

3.6 ANALISES DE HOMOCISTEINA — CROMATOGRAFIA A GAS

A determinacdo das concentragdes plasmaticas de Hcy, metionina e cisteina
foram realizadas por Cromatografia a gas (GC-17A Shimadzu®, Kyoto, Japan) pela derivacio
dos aminoacidos realizados com kit EZ:Faast Aminono Acid Analysis (Phenomenex®). A
amostra foi pré-tratada com ditriotreitol (DTT) para determinagdo de Hcy total. Para a
determinag¢do de S-adenosilmetionina (SAM) e S-adenosilhomocisteina (SAH), as amostras
hepaticas congeladas foram homogeneizadas em 8% (peso/vol) com 4cido tricloroacético e os
homogenatos foram centrifugados a 13.000 g durante 5 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram
analisados por HPLC utilizando coluna Phenomenex ® C,ge fase movel de 96% de tampao A
(50 mmol/L NaH;PO4 contendo 10 mmol/L a pH 4cido heptasulfonico) e 4% de acetonitrila.
SAM e SAH separados por meio de gradiente 96-80% de tampao A e 4-20% de acetonitrila
durante 15 min. Os picos de SAM e SAH foram detectados a 258 nm.

3.7 ANALISE DO LACTATO SANGUINEO

As analises dos niveis de lactato foram realizadas a partir da retirada de
10uL de sangue por meio de um corte na proximidade distal da cauda do animal. O sangue foi
depositado em tubos de plastico (Eppendorfe® 1,5ml) contendo 50ul de Fluoreto de sédio
(NaF 1%). A andlise foi realizada por meio de Kit Comercial Labtest® e leitora de

microplacas (Epoch®). O comprimento de onda utilizado para a deteccao foi de 550 nm.
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3.8 ANALISE DE BIOLOGIA MOLECULAR

Para andlise de mRNA, foram isoladas amostras de 50 mg de figado, as
quais foram pré-tratadas com Trizol® (Invitrogen). O RNA total foi quantificado por meio de
espectrofotometro em OD 260/280 (NanoDrop2000c, Thermo Scientific, USA). A qualidade
e integridade do RNA isolado foram avaliados utilizando gel de Agarose (1,2%). As amostras
foram pré-tratadas com DNAse I (DNA-free Kit, Ambion, part number AM1906, USA) para
digestao de DNA gendmico; em seguida, o cDNA foi transcrito reversamente a partir de 1000
ng do RNA total com ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, part number
4374966, USA). A quantificagdo em PCR tempo real foi realizada utilizando 7500 Fast Real-
time PCR System (Applied Biosystems, USA). Os seguintes conjuntos Probe - Tagman® de
Expressao dos genes (Applied Biosystems, USA) foram utilizados: Rn00578255 m1 (Bhmt),
Rn00567215 ml1  (Gnmt), Rn00560948 ml  (Cbs), Rn00563454 ml (Matla),
Rn01409369 ml (Mtrr), Rn00690933 ml (Ciclofilina A). Os ciclos de PCR foram os
seguintes: um ciclo de 95°C por 20 segundos, 40 ciclos de 30 segundos a 95°C e 30 segundos
a 60°C. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e Ciclofilina A foi utilizada como
gene de referéncia para normatizar as reagdes. A quantificag@o relativa foi determinada pelo

método 2-AACT.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados em valores de média = desvio padrdo.
Analise de variancia (ANOVA) one-way seguido de post-hoc de Tukey foi utilizado para
determinar possiveis diferengas entre os grupos experimentais. Os resultados foram
considerados significativos quando p < 0,05. Os programas Origin 8.6° ¢ GraphPad Prisma 5

foram utilizados para as devidas analises estatisticas.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1 — CINETICA DA HCy

Os dados descritivos do Experimento 1 estdo apresentados na Tabela 1. O
peso corporal dos animais ndo apresentou diferenca estatistica entre as diferentes sessoes
agudas de exercicio de natagdo. A diferenga significativa encontrada entre as sobrecargas de
nado e na concentragdo de lactato sanguineo demonstra que as diferentes intensidades
escolhidas para as sessdes de nado foram suficientes para gerar o estimulo desejado de
progressdo de carga. Como consequéncia, o nado com 6% de peso corporal resultou em

tempo de permanéncia menor quando comparado as intensidades 2 e 4%.

Tabelal-  Dados descritivos do Experimento 1. Peso corporal, sobrecarga no nado,
concentracdo de lactato sanguineo e tempo de permanéncia em exercicio apos
sessao aguda de nado

Controle 2% 4% 6% P-
valor
Peso Corporal (g) 264,8+23,39 256,8+16,14 261,7+12,57 267,5£20,24 0,311
Sobrecarga Nado
(9) - 5,136+0,32° 10,468+0,50° 16,016+£1,19° 0,01
Lactato (mmol/L) 3,18+0,35 6,29+1,09* 8,14+1,07*9 15,10+4,61* q #

Tempo de Exercicio
(min) - 60 60 29,58+13,24

* Diferenca para grupo controle p<0,05
4| Diferenca para o Grupo 2% do Peso Corporal p<0,05
# Diferenga para o Grupo 4% do peso corporal p<0,01.

A figura 5 demonstra a concentracdo de Hcy pds-sessdo aguda de natagdo.
A Hcy apresentou comportamento intensidade-dependente, semelhante ao lactato sanguineo.
O grupo exercitado com sobrecarga de 6% apresentou aumento da concentragdo de Hcy
plasmatica a partir de 2h, permanecendo aumentada até 4h apos o esforco. Tais aumentos

foram significativamente maiores quando comparado com as outras intensidades (Controle,

2%, 4% e 6%).
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Figura5-  Média ¢ desvio-padrio das concentra¢cdes de Hecy nas diferentes intensidades

Hey (umol/L)

testadas (controle, 2%, 4% e 6% do peso corporal) ao longo do tempo (P=Pré,
Oh, 1h, 2h, 3h e 4h).
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* Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) intra-grupos.

“Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) do grupo 2% no momento 3h para 3h em 6%.

® Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) do grupo controle no momento 4h para 4h em 6%.
¢ Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) do grupo 2% no momento 4h para 4h em 6%.

A figura 6 apresenta diminui¢do estatisticamente significante dos valores de

metionina ao longo do tempo, especialmente nos esfor¢os de maior intensidade (4 e 6%). Esse

dado suporta e ideia de que houve um aumento do consumo de metionina e consequente

aumento da Hey pos-exercicio; tal diminuicao também demonstra ser intensidade dependente.

Figura 6 — Média e desvio-padrao das concentragdes de metionina nas diferentes intensidades

Metionina (umol/L)

testadas (controle, 2%, 4% e 6% do peso corporal) ao longo do tempo (P=Pr¢, Oh,

1h, 2h, 3h e 4h).
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* Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) intra-grupos.

“Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) do grupo controle no momento 1h para 1h em 4%.
® Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) do grupo 2% no momento 1h para 1h em 4%.

¢ Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) do grupo 2% no momento 4h para 4h em 6%.
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A andlise de variancia aplicada aos dados de cisteina apresentados na figura
7 nos mostra diferengas entre as intensidades (2%, 4% e 6%) no momento 4h; ¢ possivel
observar que quanto maior a intensidade, maior a concentracdo de cisteina proveniente da

transulfuragdo da Hcy.

Figura7 - Média e desvio-padrdo das concentragdes de cisteina nas diferentes
intensidades testadas (controle, 2%, 4% e 6% do peso corporal) ao longo do
tempo (P=Pr¢, Oh, 1h, 2h, 3h e 4h).
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* Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) intra-grupos.

“Diferenga estatisticamente significante do grupo controle no momento 4h para 4h em 2% e 6%.
® Diferenca estatisticamente significante do grupo 2% no momento 4h para 4h em 4% e 6%.
‘Diferenga estatisticamente significante do grupo 4% no momento 4h para 4h em 6%.

4.2 EXPERIMENTO 2 — METABOLISMO DA HCY

A intensidade para este experimento (4% do peso corporal) foi escolhida
com base nos resultados encontrados no experimento 1. Esta intensidade, apesar de nao ter
apresentado as maiores diferencas, foi a que os animais permaneceram nadando pelo mesmo
periodo (60 min), o que facilitou o controle tanto do volume como da intensidade do
exercicio. Esta intensidade foi eficiente para promover a elevacao da Hey plasmatica ao longo
do tempo, como mostra a Figura 8. Tal elevacao coincide com a diminuicao e elevagao das
concentragdes hepaticas de SAM e SAH, respectivamente (figura 9) e diminui¢do da razao
SAM/SAH ao longo do tempo (Figura 9C). Além disso, a analise de expressdo génica
demonstrou elevacdo de MATla a qual codifica a enzima MAT, sendo esta responsavel pela

ativacdo do aminoacido metionina, transformando-o em SAM. (Figura 10)
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Figura8 - Média e desvio padrio das concentragdes de Homocisteina (Hcy) na
intensidade escolhida (4% do peso corporal) ao longo do tempo (Controle, 1h,
2h, 3h e 4h).
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? Diferenca estatisticamente significante do controle (ANOVA) p<0,05.

A tabela 2 apresenta os aminoacidos relacionados ao metabolismo da Hcy.
A serina apresentou diferencga entre os momentos 1h e 3h. Nao foram encontradas mudancas
significativas na concentracdo de cisteina, aminoacido proveniente da transulfuracdo, em
complemento aos dados da enzima CBS, a qual ndo se alterou em sua expressdao ao longo do
tempo (Figura 10). Também ndo foram encontradas mudangas significativas nas

concentragdes plasmaticas de metionina, glicina e ornitina apds o exercicio agudo.

Figura9 — Meédia e desvio padrao dos valores de (A) S-adenosilmetionina (SAM) ¢ (B) S-
adenosilhomocisteina (SAH) ¢ (C) razdo entre SAM/SAH nos momentos pos-
sessdo aguda de natacdo com 4% do peso corporal.
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A) Valores de SAM umol/g de tecido.

* Diferengaes sticamente significante para o Controle (ANOVA) p < 0,05.
B) Valores de SAH umol/g de tecido.

C) Valores de razdo SAM/SAH. a

? Diferenca estatisticamente significante (ANOVA, p < 0,05.
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Tabela 2 - Média e desvio padrao dos aminoacidos plasmaticos relacionados ao metabolismo da homocisteina derivados de cromatografia a gas.

Controle 1h 2h 3h 4h
Metionina (umol/L) 30,32 £ 5,21 31,99 £7,64 38,28 £ 5,98 36,07 + 12,40 32,14+ 5,39
Cisteina (umol/L) 383,33 £ 63,56 388,61 £90,99 418,21 £48,19 387,95 +£41,41 392,99 + 78,78
Serina (umol/L) 438,94 £ 173,56 415,57 £ 106,12 562,05 + 94,81 662,7 + 145,40° 504,15+ 96,72
Glicina (umol/L) 861,29 £217,95 681,4 + 144,04 802,57 + 154,14 786,07 + 195,02 766,95 £ 168,11
Ornitina (umol/L) 224,65 +£70,43 197,71 £ 56,48 249,01 + 143,24 141,84 £ 61,45 168,1 +42,57

Valores apresentados em média e desvio padrdo. * Diferenca estatisticamente significante do momento 1h para 4h. p<0,05.

A figura 10 apresenta a expressao génica de enzimas chave do metabolismo da Hcy apos exercicio agudo. O exercicio promoveu
aumentos significativos na expressao de MAT1a 4h apds o esforco e BHMT 1h apos o esforco. Redugdo significativa na expressao de GNMT foi
encontrada apos 3h de esfor¢o agudo. A expressdo de MTRR apresentou diminui¢ao discreta durante as primeiras horas, seguida de aumento 4h

apods o exercicio.
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Média e desvio padrao dos valores de expressao génica (mRNA) das enzimas
responsaveis pelo metabolismo da homocisteina (MATla — Metionina
adenosiltransferase; GNMT — Glicina N-metiltransferase; CRS — Cistationina-
B-Sintase; BHMT - betaina-homocisteina metiltransferase; MTRR - 5-
Metilenotetrahidrofolato-Homocisteina Metiltransferase Redutase. = Diferenca
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5 DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTO 1 — CINETICA DA HCY

A hipdtese inicial desse estudo foi confirmada quando demonstrado que a
concentracdo plasmatica de Hcy aumenta de forma intensidade-dependente apos o exercicio
agudo. Tal comportamento corrobora com os achado de Herrmann et al. (2003), os quais
concluiram que o aumento das concentragdes de Hcy pds sessdo de exercicio fisico agudo ¢
dependente da intensidade do exercicio. A progressiva elevagdo na concentragdo de lactato
sanguineo, observada apds os esfor¢os, demonstra que o protocolo de exercicio fisico agudo
proposto foi efetivo em utilizar a relacdo intensidade/volume como varidvel dependente.

Prada et al. (2004) sugeriram que a intensidade de 4% do peso corporal
para ratos Wistar como sendo proximo do limiar de lactato, caracterizando esse esfor¢o como
predominantemente aerdbio, o que permitiu que os animais permanecessem nadando por todo
o tempo de pré-determinado (60 minutos). Em contrapartida, quando expostos ao esfor¢o
suportando 6% do peso corporal, os animais permaneceram metade do tempo realizando o
exercicio. Ainda segundo Prada et al. (2004), essa sobrecarga (6%) pode ser considerada
como acima da maxima fase estdvel de lactato, portanto, h4 maior predominancia do
metabolismo anaerobio e, consequentemente, maiores valores de lactato sanguineo, tal como
observado em nosso estudo.

Deminice et al. (2016), em recente meta-analise, a qual abordou a relacao
entre a concentracao plasmatica de Hcy, volume e intensidade de esfor¢o, demonstraram que
ha relagdo positiva e significativa entre volume de exercicio e a concentragdo de Hcy;
entretanto, o mesmo nao foi encontrado com relagdo a intensidade, ndo corroborando com
nossos achados. No entanto, informagdes a respeito da intensidade e volume de exercicio e
seus efeitos sobre a concentracdo de Hcy sdo escassos, além de serem varidaveis pouco
controladas em diversos estudos (DEMINICE, et al., 2016). Por outro lado, de forma positiva,
nosso estudo prezou pelo controle minucioso das varidveis volume e intensidade de esforco, o
que reforga nossos principais achados.

Faz-se importante notar que o aumento da concentragdo plasmatica de Hecy
apos sessdo aguda de exercicio parece ter um comportamento transitério, o qual ¢ de facil
verificagdo em esforcos de baixa intensidade (2%), onde a concentragdo de Hcy retorna aos
niveis de repouso ap6s 4h da sessdo aguda (figura 5). Contudo, quando as intensidades sdo

maiores (4 e 6%), ndo foi possivel observar este fendmeno. Iglesias-Gutierrez et al. (2012)
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demonstraram aumento transitério da Hcy apds sessdo aguda de exercicio isocaldrico (400
Kcal) de baixa intensidade (40% do Voapcak) € alta intensidade (80% do Voopeak), neste estudo
de Iglesias-Gutierrez et al. os individuos permaneceram em exercicio até que as calorias
fossem atingidas, contudo, ao fim da sessdo aguda de exercicio os valores de Hcy ja sessaram
em subir e ap6s 19hrs do término da sessdo, os niveis de Hey ja se encontravam em valores
basais.

A partir dos resultados obtidos no experimento 1, podemos perceber que
todas as intensidades testadas promoveram aumento da concentracdo de Hcy plasmatica, a
qual permaneceu elevada até 4h apds o esforgo. Por outro lado, vale ressaltar que 4h nao foi
suficiente para demonstrar tal transicdo no nosso estudo; sugere-se, a partir disso, que o
momento escolhido de 4h ainda ndo foi o suficiente para esclarecer todo o comportamento
deste metabolito. Com excecdo da intensidade de 2%, onde apds o momento de 4h, indicam
que os valores de Hey parecem retornar aos niveis pré-sessdo, as outras intensidades (4% e
6%) parecem que ainda ndo atingiram seu pico de concentracdo e, ainda, ndo denotam para
uma queda dos valores, tendo a curva apresentado tendéncia de elevagdo em sua

concentracao.

5.2 EXPERIMENTO 2 — METABOLISMO DA HCY

A elevacdo da Hcy plasmatica no Experimento 2 estd associado a
diminui¢do das concentragdes hepaticas de SAM por até 4h ap6s o esforco e aumento da
expressao génica da MATI1a. A SAM ¢ a maior doadora de grupamento metila em mamiferos
(STIPANUK, 2004). A metionina, proveniente da dieta ou do pool de aminoacidos, ¢ ativada
por ATP via a¢do da enzima MAT, culminando na forma¢ao de SAM para a metilagdo de
diversos compostos requisitados no organismo. O aumento da expressdo génica de MATla
demonstra elevagao da sinalizagdo para formag¢do de SAM via MAT, provavelmente em
resposta a alta demanda de compostos metilados requerida pelo exercicio, como, creatina,
adrenalina, coenzima Q10, e, como consequéncia, elevacio de seu consumo. Por sua vez, este
maior consumo de SAM pode ter refletido no aumento de SAH hepatico e na diminui¢ao na
taxa SAM/SAH (Figura 9). Como consequéncia, hé significativa elevacao na formagao de
Hcy pelos hepatdcitos, sendo esta uma explicacdo plausivel para elevagdo da Hey induzida
pelo esfor¢o agudo em nosso estudo.

A diminui¢do de SAM ao longo do tempo com consequente aumento de seu

subproduto, a SAH, nos remete a andlise da expressao génica de GNMT, uma vez que este
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gene codifica para a sintese de glicina N-metiltransferase, enzima que remove o excesso de
SAM por meio da formagdo de um produto nio-toxico, denominada sarcosina (MARTINEZ

CHANTAR et al., 2008). Sendo assim, em condigdes onde ha a diminuigdo de SAM, a

enzima GNMT pode diminuir a metilagdo da glicina para manutencdo dos niveis de SAM
bem como da razdo SAM/SAH. Rowling et al. (2002) demonstraram que a degradagdo, com
perda de atividade, da enzima GNMT, em camundongos, gerou acumulo de SAM hepatico.
Em contrapartida, a ativagdo da enzima GNMT por 4cido retindico, em ratos, reduziu a

concentragdo de SAM (MARTINEZ CHANTAR et al., 2008). No presente estudo foram

encontrados menores valores de GNMT mRNA ao longo do tempo (3h) apds sessdo aguda de
exercicio. Esses dados sugerem que, apesar da alta demanda de reacdes de transmetilagdo, as
mesmas sdo especificas e de acordo com seus produtos e/ou subprodutos. Stead et al. (2006)
demonstraram em humanos que os dois maiores consumidores de SAM sdo a formacgao de
creatina, via GAMT, e de fosfatidilcolina, via feniletanolaminaN-metiltransferase (PEMT).
Esses autores relatam que essas duas vias juntas sdo responsaveis por aproximadamente 70%
do consumo de SAM e, como consequéncia, pela formagao de Hcey.

Na formagao da creatina, o grupamento amino da arginina ¢ transferido para
glicina para a formagdo do acido guadinoacético e ornitina em uma reagdo catalisada pela
enzima Arginina:glicina amidinotrasnferase, presente nos rins. Em seguida, ocorre a
transferéncia do grupamento metil da SAM para o 4cido guadinoacético para formacdo de
creatina ¢ SAH no figado (TAES et al., 2003). A creatina exerce fungdo de fornecimento de
energia rapida no musculo estriado esquelético (WYSS et al.,, 2002), sendo que
aproximadamente 95% da creatina ¢ encontrada nesse tecido e, dessa quantidade, 60% se
apresenta em sua forma fosforilada (GUALANO et al., 2010). Estudos comprovam que a
suplementagdo de creatina aumenta o tempo em esfor¢o (VOLEK et al., 1999; DANGOTT et
al., 2000; VOLEK et al., 2004), reduz o aumento de Hcy induzida por exercicio fisico agudo
(DEMINICE, VANNUCCH], et al., 2011), além de prevenir HHcy em modelos animais com
cancer (DEMINICE, et al., 2016). Assim, podemos especular que a alta demanda de creatina
promovida pelo exercicio, especialmente de alta intensidade, promove aumento do consumo
de SAM e da formagao de Hcy como consequéncia.

A via de transulfuragdo, responsavel por catabolizar ~30% da Hcy com
serina para formar cistationina, que por sua vez serd hidrolisada pela enzima Cistationina-y-
liase em cisteina e a-cetoglutarato, ndo se alterou ao longo do tempo. A menor expressdo da
enzima CBS explica o aumento da concentragao de Hcy, corroborando o fato de que a via

responsavel por 70% da formagdo de novo da Hcy ¢é a via de remetilagdo, pois pode ocorrer
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em todas as células do organismo, enquanto a transulfuracao ¢ realizada apenas em alguns
tecidos, tais como figado e pancreas, os quais contém as enzimas CBS e y- Cistationina-y-liase
(STIPANUK, 2004).

O processo de formagdo de metionina de novo por meio da remetilacdo da
Hcy pode explicar o motivo pelo qual a Hey permaneceu elevada ao longo do tempo. De
forma importante, nesse sentido, houve diminui¢do da expressao génica de MTRR ¢ BHMT,
ambas enzimas de remetilacdo. A remetilagdo através da via da betaina apresentou diminui¢ao
de sua atividade do momento 1h para 4h, e isso pode ser devido, pelo menos em partes, a
utilizagdo dos estoques de betaina nos momentos iniciais ao término do exercicio. Esta via de
remetilagdo faz o uso, preferencialmente, de grupamentos metilas proveniente da ingestao de
betaina por meio da dieta (SAKAMOTO et al., 2002) ou da betaina derivada da colina
(ZEISEL et al., 2003). Entretanto, a via de BHMT ¢ considerada, por muitos autores, como
sendo uma via alternativa de remetilagdo, pois depende da disponibilidade de betaina no
organismo (STIPANUK, 2004; BROSNAN et al., 2007; DEMINICE, R et al., 2013) e isso se
da pelo fato de que a via de remetilagdao que utiliza a metionina sintase (MS) ¢é responsavel
pela maior parte da doacdo dos grupamentos metila para a remetilagdo hepatica de Hcy
(MARTINOV et al., 2000).

A via de remetilacao da Hcy em metionina (MTRR) que utiliza a MS como
catalisadora da reacdo da doacdo do grupamento metila do THF para formagao de novo em
metionina, nos mostra que houve aumento na expressao ao longo do tempo; 1h apds o final da
sessdo aguda de exercicio, todos os momentos subsequentes foram diferentes para o momento
4h. A diminuigdo da expressao génica da enzima MTRR nos momentos 1h, 2h e 3h explicam
o fato da Hcy estar em acumulo progressivo nestes momentos, contudo, o aumento apos 4h
nos dao indicios que, a partir deste ponto, ha maior sinalizacdo para remetilacdo da Hcy em
metionina. A MS apresenta comportamento dependente da biodisponibilidade de SAM e
SAH, ou seja, quando houver disponibilidade de SAM a THF sera inibida e ndo ocorrerd a
conversdo do N>'“metileno-THF pela enzima N>'°-metileno-THF redutase, aqui analisada
pelo seu gene MTRR, ocasionando o acimulo de Hcy. Este passo da reagdo parece estar
sendo modulado pela disponibilidade de SAM, uma vez que sua diminui¢do imediatamente
ap6s o exercicio e sua elevacao apds 4h coincide com o momento onde hd a menor

concentracdo de SAM.
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CONCLUSOES

Através dos dados obtidos no presente estudo podemos concluir que:

1) O exercicio fisico agudo aumenta a concentragdo de Hcy no plasma de maneira

intensidade-dependente em ratos Wistar submetidos a natagdo. Em intensidades
menores (2%), tal aumento, apresenta comportamento transitorio retornando ao seu
estado basal apo6s o término do exercicio. Em contrapartida, pontos de anélise de Hey
até 4h apds exercicio ndo nos permitem afirmar o0 mesmo comportamento para as
intensidades maiores (4% e 6%). Apesar dos aumentos na concentracdo de Hcy
causados pelo exercicio, nenhuma intensidade estudada promoveu hiper-

homocisteinemia (> 15 umol/L).

2) O aumento da demanda de compostos metilados e a diminui¢do da expressao genica de

enzimas chave das vias de remetilacdo e transulfuracdo, parecem ser a principal causa

do aumento da concentragdo plasmatica de Hey induzida pelo exercicio fisico agudo.

3) A partir destes achados, novos estudos devem ser conduzidos, para que o entendimento

deste metabolismo seja atingido sob efeito do exercicio agudo; para tanto, tempos
maiores de analise de Hcy pos-sessdo aguda de exercicio (6h, 8h, 10h, 12h, 24h) sdo

necessarios;
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