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Efeito dos acidos graxos no desacoplamento
mitocondrial e na producao de 6xido nitrico
durante a contracao muscular — uma hipoétese
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Resumo: Em exercicios fisicos de intensidade moderada, a transi¢do do metabolismo de pre- loaquim Procopio’,
dominantemente anaerébio para predominantemente aerébio nos musculos em atividade é um Carla R. O. Carvalho',
passo chave para melhorar o desempenho. O aumento no aporte de oxigénio e nutrientes, tais Tania C. Phiton-Curi2,
como dcidos graxos livres (AGL) e glicose, que acompanha o maior fluxo sangiiineo, é requeri- . "
do para que esta transicdo ocorra. Os mecanismos envolvidos na dilatacio dos vasos nos mus- Rui Curi
culos esqueléticos durante o exercicio fisico ndo sdo completamente conhecidos. Propomos,
neste artigo, a participacdo dos AGL neste processo. A presenca das proteinas desacopladoras-2
e -3 (UCP-2 e -3) no musculo esquelético, cuja funcio é regulada por AGL, abre a possibili-
dade de que esses metabolitos podem atuar como desacopladores mitocondriais neste tecido. O ' [c’.e,pa'.tam.e"m_d? Fisiologia e Biofisica, Instituto de

L . K X X K K iéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
aumento na atividade lipolitica no tecido adiposo durante o exercicio fisico resulta em aumento S3o Paulo
na concentracéo plasmatica de AGL. Estes poderiam, entdo, atuar nas proteinas desacopladoras ? Programa de P6s-Graduag@o em Educacdo Fisica,
mitocondriais nos musculos em atividade, aumentando a producio de calor local. Propomos g:gg: greuz?r':':; g:"l’l""sggza;;l‘la Satide, Univer-
que este efeito calorigénico é importante para a ativacao da 6xido nitrico sintase, resultando em ’
aumento na producdo de oxido nitrico que é um vasodilatador potente. Desta forma, os AGL
seriam mediadores importantes para a adaptacao do metabolismo muscular durante o exercicio
fisico prolongado, garantindo o aporte de oxigénio e nutrientes por aumento do fluxo sangui-
neo para os musculos em contraco.
PaLavras-cHAVE: acidos graxos, musculo esquelético, exercicio fisico, desacoplamento mitocon-
drial, 6xido nitrico.
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ABSTRACT: In moderate physical exercise, the transition from predominantly anaerobic toward
predominantly aerobic metabolism is a key step to improve performance. Increase in the sup-
ply of oxygen and nutrients, such as free fatty acids (FFA) and glucose, which accompanies
high blood flow, is required for this transition. The mechanisms involved in the vasodilation in
skeletal muscle during physical exercise are not completely known yet. In this article, we pos-
tulate that FFA participate in this process. The presence of uncoupling protein-2 and -3 (UCP-
2 and -3) in skeletal muscle, whose function is regulated by FFA, suggests that these metabo-
lites may act as mitochondrial uncouplers in this tissue. The increase in the lipolytic activity in
adipose tissue during physical exercise leads to increased plasma FFA levels. The FFA can then
act on the UCPs in contracting muscles, increasing the local heat production. We propose that
this calorigenic effect of FFA is important for nitric oxide synthase activation, resulting in nitric
oxide production that is a potent vasodilator. Therefore, FFA would be important mediators for
adaptation of muscle metabolism during prolonged physical exercise, ensuring the appropriate
supply of oxygen and nutrients by increasing blood flow in contracting skeletal muscle.
Keyworps: fatty acids, skeletal muscle, physical exercise, mitochondrial uncoupling, nitric
oxide.

Recebimento: 12/08/2006
Aceite: 02/02/2007

Correspondéncia: Av. Prof. Lineu Prestes 1524, Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, 05508-
000, Sao Paulo, SP. Fone: (11) 3091-7245, FAX: (11) 3091-7285, e-mail: ruicuri@icb.usp.br.

R. bras. Ci. e Mov. 2007; 15(2): 73-80

RBCM Vol 15n 2.indd 73 @ 09/06/2008 10:58:30



74

R. bras. Ci. e Mov. 2007; 15(2): 73-80

RBCM Vol 15n 2.indd 74

Introducao

No exercicio fisico, a demanda por ATP
pode aumentar dezenas de vezes, conforme
a intensidade e duracao do esforco. As mi-
tocondrias sdo responsaveis pela producdo
da maior parte de ATP a partir da oxidacdo
de glicose e acidos graxos (AG). Varios ajus-
tes metabolicos ocorrem para atender esta
demanda. Estes compreendem aumento da
lipolise no tecido adiposo, maior utilizacao
de glicose no inicio da atividade, vasodilata-
¢do no musculo esquelético em contracao e,
conseqiientemente, aumento do fluxo san-
guiineo. Em exercicios fisicos de intensidade
baixa a moderada, a transicao do metabolis-
mo de predominantemente anaerdbio para
predominantemente aerébio nos musculos
em atividade é um passo chave para melho-
rar o desempenho. Neste trabalho, propo-
mos que os AG liberados do tecido adiposo
durante o exercicio fisico apresentam papel
importante para que esta transicio ocorra.

Acidos graxos e desacoplamento
mitocondrial

De acordo com a teoria quimiosmotica
de Mitchell32 (1961), a energia para a sin-
tese mitocondrial de ATP é proveniente do
gradiente de protons (gradiente eletroqui-
mico) entre o espaco intermembranoso e a
matriz mitocondrial. Este gradiente é gera-
do pela cadeia transportadora de elétrons
constituida por varias moléculas aceptoras e
doadoras de elétrons, organizadas de forma
que a passagem de elétrons ocorre sucessi-
vamente para estados de energia mais baixos
(complexos I, 1T, 11T e IV, respectivamente). O
oxigénio € o aceptor final de elétrons dessa
cadeia (menor nivel de energia). Os elétrons
provenientes da oxidacdo de substratos sao
incorporados as moléculas de NAD* e FAD,
resultando na formacao de NADH e FADH, .
Esses transportam e transferem seus elétrons
aos complexos I e 1T da cadeia respiratoria,
respectivamente, onde sdo transportados até
o complexo IV (citocromo c oxidase), o qual
reduz a molécula de O,, formando H,0. Em
cada passagem, ocorre liberacao de energia,
que ¢ utilizada para o translocacao de pro-
tons da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranoso pelos complexos 1, III
e IV. Como resultado, ocorre a geracdo de
um gradiente de protons que, por sua vez, é
utilizado pelo complexo F F ATPase (com-
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plexo V) para a sintese de ATP. Desta forma,
a eficiéncia na sintese oxidativa de energia
depende do grau de acoplamento entre a
oxidacdo de substratos e a sintese de ATP
Ha varios compostos capazes de aumentar a
permeabilidade da membrana mitocondrial
a protons, funcionando, desta forma, como
desacopladores mitocondriais por criarem
uma via paralela a passagem pela via da ATP
sintase. Como exemplo, temos o dinitrofenol
e 0 FCCP (carbonyl cyanide p-(trifluorome-
thoxy) phenylhydrazone)'"*°. AG de cadeia
longa também possuem esta propriedade,
embora 0s mecanismos envolvidos nao se-
jam completamente conhecidos'".

Em 1976, foi descoberta a primeira
proteina desacopladora mitocondrial, espe-
cifica de tecido adiposo marrom, a proteina
desacopladora-1 (UCP-1)*. Esta pertence a
familia de proteinas carreadoras de anions
mitocondriais, localizadas na membrana
interna dessas organelas. Sua funcdo esta
claramente relacionada com a termogénese
em mamiferos neonatos, adultos hibernan-
tes e roedores'®”. A UCP-1 dissipa a forca
proton-motora, desacoplando a respiracao
mitocondrial da sintese de ATP. Com isso,
ha maior producdo de calor, aumento na
oxidacdo de substratos, no consumo de O,
e producio de CO, e reducio na producio
de ATP**. Os AG sido requeridos para a ativi-
dade da UCP-1 e purinas nucleotideos agem
como inibidores deste processo®.

A partir de 1995, varias outras isoformas
de UCPs foram descritas, a saber: UCP-2
(presente em muitos tecidos); UCP-3 (pre-
dominantemente em musculo esquelético);
UCP-4 e UCP-5 (sistema nervoso central)
e, ao menos, 3 isoformas distintas em plan-
tash!1#3095%  Porém, suas funcées nao siao
ainda totalmente conhecidas.

As proteinas UCP-2 e -3, as duas isofor-
mas presente no musculo esquelético, pos-
suem 56-57% de homologia com a UCP-1.
Também possuem acdo protonoférica, agin-
do como proteinas desacopladoras mitocon-
driais9. Porém, devido a baixa expressdao
quando comparada a UCP-1, sua funcdo
principal parece nao estar relacionada com
a regulacdo da temperatura. Visto que os
musculos esqueléticos representam cerca
de 40% do peso corpoéreo de um individuo
magro, a taxa metabolica deste tecido é um
componente importante do gasto energético
total do organismo***. A presenca de UCPs
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pode ter papel fundamental na determinacao
desta taxa e, portanto, na regulacdo do peso
corporeo”*. Varias outras funcoes foram
propostas para estas proteinas, tais como
regulacdo do metabolismo energético™, de-
fesa contra producédo excessiva de espécies
reativas de oxigénio®, protecao contra efeitos
deletérios do acumulo de AG em mitocon-
drias*™ e termogénese adaptativa*>®.

Ha evidéncias de que os AG também
atuam como ativadores de UCP-2 e -3. Por
exemplo, leveduras com expressiao de UCP-
2 ou -3 apresentam transporte elevado de
protons na presenca de AG de cadeia lon-
ga, sendo que este processo € inibido pela
purina®. Assim, o mecanismo envolvido na
atividade da UCP-2 e -3 pode ser similar
ao da UCP-1. Em lipossomos reconstitui-
dos com UCP-2 ou -3, ha maior vazamen-
to de protons na presenca de AG*. Os AG
também aumentam o consumo de O, em
mitocondrias isoladas de musculo esquelé-
tico’>. O musculo s6leo de rato, incubado
por uma hora na presenca de AG de cadeia
longa, apresenta aumento na oxidacio de
glicose'®!. A infusdo endovenosa de acido
palmitico em ratos anestesiados resulta em
aumento no consumo de O, e liberacao de
CO,", o que reflete indiretamente o meta-
bolismo da musculatura esquelética, visto
que este representa 40% da massa total do
organismo. Além disso, células musculares
cultivadas na presenca de AG de cadeia lon-
ga apresentam reducdo na polarizacdo mito-
condrial (HIRABARA et al., 2005; artigo em
preparacdo). Em conjunto, estes resultados
sdo sugestivos de que AG de cadeia longa
atuam como desacopladores mitocondriais
em musculo esquelético (Tabela 1). Entre-
tanto, a importancia fisiologica deste efeito
ainda nao é conhecida. Aqui propomos um
papel deste efeito dos AG durante a ativida-
de fisica prolongada.

Hipo6tese: possivel funcdo do
desacoplamento mitocondrial induzido
por acidos graxos em mdusculo
esquelético

Durante a atividade fisica de intensidade
baixa a moderada, ¢ fundamental a transi-
c@o do metabolismo de predominantemente
anaerobio para predominantemente aerobio
nos musculos em contracdo para assegurar a
duracao prolongada do exercicio®'®. O fluxo
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sangtiineo é aumentado em até 100 vezes no
musculo em atividade, conforme a intensi-
dade do exercicio'*, elevando a disponibili-
dade de O, e metabolitos para este tecido™.
Varios fatores estdo envolvidos no aumento
do diametro dos vasos sangiiineos no mus-
culo esquelético durante a atividade fisica.
Enquanto os fatores mecanicos (contracéo-
relaxamento muscular) parecem estar envol-
vidos na elevacdo do fluxo sanguineo inicial,
outros sao requeridos para a vasodilatacao
sustentada durante a atividade fisica. Estes
compreendem fatores metabolicos (K+, H+
e tensdo de O,e COZ)””, miogénicos (ade-
nosina, 6xido nitrico - NQ)3%3%%2
liais (fator relaxante derivado do endotélio,
NO)?21% e neurais (agonistas B-adrenérgi-
c0s)?. Nessa revisao propomos que os AG

endote-

podem também ter um papel importante
neste processo.

Ha consenso de que o 6xido nitrico (NO)
¢ um mediador importante na regulacio do
fluxo sangtiineo no musculo esquelético du-
rante a contracdo®’°!. Os mecanismos que
regulam a formacao deste mediador, entretan-
to, ainda ndo estdo totalmente elucidados.

A o¢xido nitrico sintase (NOS), enzima
responsavel pela formacdo do NO, existe em
trés isoformas: a endotelial (eNOS), a neuro-
nal (nNOS) e a induzivel (iNOS)**. Em ra-
tos, o tecido muscular esquelético possui as
isoformas eNOS e nNOS, sendo a primeira
mais abundante em fibras do tipo I e a se-
gunda em fibras do tipo II**. Em humanos,
as células musculares expressam a eNOS e a
nNOS?, além da UNOS, uma isoforma es-
pecifica do musculo esquelético devido ao
splicing alternativo da nNOS®.

Evidéncias da producao de NO pelas
células musculares esqueléticas foram ini-
cialmente obtidas por Balon & Nader’. Estes
autores observaram aumento na produgdo
de NO em musculo esquelético isolado sob
estimulacdo elétrica. A formacdo de NO foi
também demonstrada durante a atividade fi-
sica’*?1#2% mas os mecanismos envolvidos
ndo sio conhecidos. Este aumento de NO
pode ser devido a ativac@o das isoformas de
NOS presentes no musculo esquelético como
também pela atividade de eNOS presente no
endotélio dos vasos sangtiineos deste teci-
do’®. Recentemente, Silveira et al.*” encontra-
ram que a contracio aumenta a producio de
NO em cultura primaria de célula muscular
esquelética livre de tecido endotelial. Este re-

75

R. bras. Ci. e Mov. 2007; 15(2): 73-80

09/06/2008 10:58:31



76

R. bras. Ci. e Mov. 2007; 15(2): 73-80

RBCM Vol 15n 2.indd 76

sultado ¢ sugestivo de que o NO produzido
durante a atividade fisica é devida, ao menos
parcialmente, a atividade das isoformas de
NOS presentes no musculo esquelético.

Em um estudo de Venturini et al.”, foi
observado que a atividade da nNOS e da
iNOS é estimulada por aumentos da tem-
peratura mesmo em valores proximos ao
fisiologico (30-42° C). A atividade da eNOS
néo foi alterada pela temperatura. Entretan-
to, sua afinidade ao substrato (L-arginina)
foi significativamente elevada, o que pode
ter relevancia fisiologica, ja que os ensaios
foram realizados na presenca de concentra-
coes supra-fisiologicas do substrato®. As-
sim, o aumento da temperatura pode elevar
a atividade da nNOS e iNOS diretamente e
da eNOS indiretamente (via modulacao da
sua afinidade).

Em adicdo aos achados acima, esta bem
estabelecido que a ativacao do sistema ner-
voso simpdtico, durante a atividade fisica,
estimula a lipolise no tecido adiposo (Fi-
gura 1)P#20%  Conseqiientemente, ocorre
aumento de AG na corrente sanguinea e
sua disponibilidade para os musculos em
contracdo. Como descrito anteriormente, o
aumento na disponibilidade de AG para o
musculo esquelético resulta em desacopla-
mento mitocondrial (Tabela 1; Hirabara et
al., 2005, artigo em preparacdo). Devido a
isso, a atividade da cadeia de transporte de
elétrons é acelerada, resultando em aumento
na oxidacao de substratos no ciclo de Krebs
e no consumo de O,>'°. Nessas condicoes,
a dissipacdo do gradiente eletroquimico da
membrana mitocondrial interna na presenca

Referéncias Bibliograficas

Acidos graxos e exercicio fisico prolongado
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Legendas

Tabela 1: Resultados experimentais que evi-
denciam o desacoplamento mitocondrial e
a producéo do oxido nitrico (NO) induzido
por acidos graxos em musculo esquelético.
DAF-2DA: diacetato de 4,5-diaminofluo-
resceina; EPA: acido eicosapentaenoico.

Figura 1: Possivel funcdo dos acidos graxos
livres (AGL) na transicio do metabolismo
muscular de predominantemente anaerébio
para predominantemente aerébio durante ex-
ercicio fisico prolongado. A ativacio do siste-
manervoso (SN) simpatico durante a atividade
fisica resulta em estimulacéo da lipolise no te-
cido adiposo tanto direto (via estimulacdo da

Tabela 1

noradrenalina - NE) como indiretamente (via
secrecdo de adrenalina pela medula adrenal).
Como resultado, ocorre aumento na taxa de
liberacéo de AGL para a circulacdo e, conse-
quientemente, na disponibilidade destes para
os musculos em contracdo. Nesta condicio,
0s AGL poderiam atuar como desacopladores
mitocondriais, resultando em aumento na
producio de calor. Este efeito calorigénico
pode ter um papel importante em promover
a ativacdo da oxido nitrico sintase (NOS), re-
sultando na producio de 6xido nitrico (NO),
um potente vasodilatador. Como consequién-
cia, ocorre vasodilacdo muscular, garantindo
o aporte de O, e AGL para os musculos em
contracdo, fundamental para assegurar a du-
racdo prolongada da atividade fisica.

Sistema analisado

Acidos graxos testados

Achados

Mitocodndrias isoladas de musculo

esquelético de rato (18:2)

Palmitico (16:0) Oleico (18:1) Linoleico

1 Potencial elétrico mitocondrial

T Consumo de O,

Musculo séleo incubado de
rato (na auséncia e presenca de

insulina)

Palmitico (16:0) Estearico (18:0) Oleico
(18:1) Linoleico (18:2) EPA (20:5)

T Oxidacao de glicose

Cultura de células musculares
esqueléticas (C2C12 e primaria
de rato)

Palmitico (16:0) Linoleico (18:2)

| Polaridade elétrica da

membrana mitocondrial interna

Ratos machos Wistar .
. Palmitico (16:0)
anestesiados

T Consumo de O,

T Producio de CO,

Cultura de células musculares
C2C12

Palmitico (16:0) Oleico (18:1)

T Intensidade de fluorescéncia
do DAF-2DA (sonda para NO)
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EXERCICIO FISICO
leve ou moderado)

SN Simpético
G

@

Adrenalina
TECIDO -— MEDULA
ADIPOSO s

VASO SANGUINEO

VASO SANGUINEO

R. bras. Ci. e Mov. 2007; 15(2): 73-80

RBCM Vol 15n2.indd 80 @ 09/06/2008 10:58:33



