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Resumo

A obesidade é considerada como uma doenca de alto risco e crénica, tendo a sua
incidéncia atingido niveis alarmantes tanto em pessoas adultas como em criangcas em
todo o Mundo. A obesidade aumenta a susceptibilidade para o desenvolvimento de outras
patologias associadas a esta condicdo como o desenvolvimento de diabetes, hipertenséo,
doencas cardiovasculares, entre outras. Deste modo, existe uma necessidade constante
pela descoberta de tratamentos eficazes de modo a evitar as consequéncias das doengas
relativas a esta condi¢do que preocupa toda a populacdo em geral sendo ja considerada
como uma epidemia. Os tecidos que apresentam uma actividade metabdlica elevada,
como é o caso do musculo esquelético, varias doencas encontram-se associadas a
disfungéo mitocondrial. Assim, uma dieta rica em gordura origina um aumento do uptake
de &cidos gordos contribuindo assim para a acumulacdo de lipidos, aumento do fluxo
oxidativo mitocondrial, producdo de espécies reactivas de oxigénio e por fim o
desenvolvimento de resisténcia a insulina.

Uma caracteristica importante da obesidade é a resisténcia a insulina que consiste
numa diminuicao da resposta dos tecidos periféricos a insulina. O desenvolvimento desta
condicdo envolve uma disfuncdo mitocondrial acrescida de uma diminuicdo do conteudo
de DNA mitocondrial, reducéo de coactivador 1a do receptor activado por proliferadores
do peroxisoma gama (PGC-1a), deficiéncias na fosforilacdo oxidativa e diminuicdo da
sintese de ATP. Consequentemente, a estimulacdo da biogénese mitocondrial pode
diminuir ou até mesmo evitar o desenvolvimento de sindrome metabdlico por aumento da
actividade mitocondrial protegendo a célula contra o aumento de fluxo de substratos para
a cadeia transportadora de electrbes.

Este trabalho teve por objectivo avaliar se o tratamento com Berberina modula a
biogénese mitocondrial do musculo esquelético em modelos de obesidade induzida por
dieta rica em gordura. A Berberina é um produto natural que apresenta propriedades
antidiabéticas. Neste trabalho foi verificado que este composto diminui 0 peso corporal e
recupera a disfungdo mitocondrial no musculo esquelético, em animais alimentados
durante 16 semanas com dieta rica em gordura. Adicionalmente, o tratamento com
Berberina estimulou a actividade de proteina cinase activada por AMP (AMPK), o que
originou um aumento da capacidade oxidativa mitocondrial, do conteddo em proteinas
envolvidas na biogénese e funcao mitocondriais.

As mitocdndrias de musculo esquelético de animais Sprague-Dawley alimentados
com dieta rica em gordura durante 16 semanas (animais HFD) apresentaram decréscimo
significativo do potencial transmembranar mitocondrial (AY), desenvolvido apds
energizacao relativamente aos animais controlo (Capitulo Il — 3.4.1). A despolarizagéo foi
também inferior em relacdo aos animais controlo, estando a repolarizacdo também
afectada. Nos animais Berberina, foi observado superior AW, despolarizagcado e também de
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repolarizacdo apds o tratamento de 4 semanas com Berberina (Capitulo 1l — 3.4.1),
comparativamente aos animais HFD, sendo muito semelhante ao valor obtido para os
animais controlo. Os estados 3 e 4 respiratdrios nas mitocondrias de animais HFD foram
estatisticamente inferiores relativamente aos animais controlo (Capitulo 1l — 3.4.2). Nos
animais que receberam tratamento oral com Berberina (animais Berberina), estes
parametros foram superiores em relacdo aos animais HFD, sendo semelhantes aos
obtidos para os animais controlo (Capitulo Il — 3.4.2). A respiracdo estimulada por FCCP
nos animais HFD foi estatisticamente inferior relativamente aos animais controlo (Capitulo
Il — 3.4.2), sugerindo alteracbes ao nivel da cadeia transportadora de electrdes. Nos
animais Berberina, este parametro foi superior em relagdo aos animais HFD. O indice de
controlo respiratério (ICR) foi significativamente inferior nos animais HFD
comparativamente aos animais controlo (Capitulo Ill — 3.4.2), enquanto que nos animais
Berberina foi superior relativamente aos animais HFD.

Paralelamente, a “lag phase” foi superior nas mitocéndrias de animais HFD em
relacdo aos animais controlo e inferior nos animais Berberina comparativamente aos
animais HFD, sendo semelhante a dos animais controlo (Capitulo 1l — 3.4.1). Estas
observacdes sugerem que nos animais HFD ocorreu uma diminuicdo da eficiéncia do
sistema fosforilativo relativamente aos animais controlo, enquanto que nos animais
Berberina hd uma recuperacao da eficiéncia por parte do sistema fosforilativo. Os animais
HFD apresentaram maior susceptibilidade a indugdo da permeabilidade transitoria
mitocondrial (PTM) (Capitulo 11l — 3.4.3) relativamente aos animais controlo e Berberina.
Adicionalmente, os animais HFD apresentaram uma redug¢do no conteddo em proteina
cinase activada por AMP (AMPK), p-AMPK, PGC-1a, citocromo ¢ oxidase subunidade |
(COX 1), citocromo ¢ oxidase subunidade IV (COX IV), factor de transcricdo mitocondrial A
(TFAM) e ATP sintetase (Capitulo 11l — 3.4.4) relativamente aos animais controlo enguanto
que, nos animais Berberina, o conteldo destas proteinas foi superior em relacdo aos
animais HFD, sendo muito préximo do observado nos animais controlo.

De acordo com estes resultados, os efeitos da Berberina parecem envolver um
mecanismo que aumenta a fungdo e numero mitocondriais podendo, deste modo, atenuar
a disfun¢@o mitocondrial que se verifica nas condi¢cdes de sindrome metabdlico e diabetes
mellitus tipo 2.

Concluindo, este composto pode possibilitar o desenvolvimento de novas
aplicacdes farmacoldgicas em pacientes obesos e diabéticos e também de estratégias
que poderdo modular a biogénese mitocondrial e assim melhorar o tratamento de
doencas metabdlicas.
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Abstract

Obesity is considered a chronic high risk disease, having its prevalence reached
alarming levels, both in adults as well as in children, all over the world. Obesity increases
the susceptibility to the development of other pathologies such as diabetes, hypertension,
and cardiovascular diseases, amongst others. As so, there is a constant necessity for the
discovery of effective treatments as to avoid the consequences of the diseases associated
with this condition. One of the main organs affected by this pathology is the skeletal
muscle, since this organ presents a high metabolic activity, being on the main consumers
of glucose. Due to this fact, mitochondrial activity is of vital importance to the skeletal
muscle, so several pathologies that directly affect this organ are associated with
mitochondrial dysfunction. As so, a fat rich diet causes an increase in the fatty acid uptake,
leading to the accumulation of lipids, increased mitochondrial oxidative flow, reactive
oxygen species production and finally the development of insulin resistance.

An important characteristic of obesity, insulin resistance is the result of a decrease
in the response of peripheral tissues to insulin. The onset of this condition involves
mitochondrial dysfunction: decreased mitochondrial DNA and PGC-1a content, oxidative
phosphorylation deficiencies and decreased ATP synthesis. As a result, the stimulation of
the mitochondrial biogenesis can decrease or even avoid the development of the
metabolic syndrome via an increase in mitochondrial activity, protecting the cell against the
increase in the substrate flow through the electron transport chain.

This work had the objective of evaluation if treatment with Berberine, a natural
product that presents antidiabetic properties, modulates mitochondria biogenesis in the
skeletal muscle of animals fed a high-fat diet. This work demonstrates that this compound
decreases the overall body weight and recovers mitochondrial function in skeletal muscle
of animals fed a high-fat diet for 16 weeks. Also, treatment with Berberine stimulated
AMPK activity, which generated an increase in mitochondrial oxidative capacity and in
proteins involved in mitochondrial biogenesis and function.

Mitochondria isolated from skeletal muscle of Sprague-Dawley animals fed a high-
fat diet for 16 weeks (HFD) exhibited statistically significant decrease in mitochondrial
transmembrane potential (AW), induced by energization with succinate (Chapter Il —
3.4.1). Mitochondrial depolarization and repolarization were also decreased in HFD
animals, when compared to control animals. In the treated group, mitochondrial membrane
potential, depolarization and repolarization were increased after 4 weeks of administration
of Berberine (Chapter IlI- 3.4.1), comparatively to HFD mitochondria. No differences were
observed between mitochondria isolated from Berberine and control animals. State 3 and
4 respiration were statistically decreased in mitochondria from HFD animals when
compared to mitochondria from both groups HFD and Berberine (Chapter 1ll- 3.4.2).
FCCP-stimulated oxygen consumption was statistically decreased in mitochondria from
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HFD animals comparatively to the control group (Chapter lll- 3.4.2), suggesting alterations
at the level of the electron transport chain. Berberine administration prevented this
impairment. Respiratory control ratio and the lag phase were statistically decreased in
mitochondria from both control and Berberine groups (Chapter lll- 3.4.2 and 3.4.1). These
observations suggest that in the HFD animals there was an impairment of the
phosphorylative system, comparatively to control animals. On the other hand, in the
animals treated with Berberine there was a recovery of the efficiency of the
phosphorylative system.

Mitochondria from HFD animals also exhibited increased susceptibility to the
induction of the mitochondrial permeability transition (MPT), when compared to
mitochondria from both control and Berberine groups. (Chapter Il — 3.4.3). Additionally, in
animals fed a high-fat diet for 16 weeks, comparatively to control animals, there was a
decrease in the content of the following proteins: AMPK, p-AMPK, PGC-1a, cytochrome
oxidase subunit | (COX 1), cytochrome oxidase subunit IV, mitochondrial transcription
factor A (TFAM) and ATPsynthase (Chapter Ill — 3.4.4). In animals treated with Berberine
there was a recovery since the content in these proteins was similar to control animals and
higher than HFD animals.

Taking into account these results, it is suggested that Berberine action involves a
mechanism of increased number and mitochondrial function. This will probably attenuate
the mitochondrial dysfunction associated to metabolic syndrome and diabetes type 2.

In conclusion, Berberine is a promising therapeutic agent to be used in the
development of pharmacological strategies in obese and diabetic patients, with the goal of
modulation of mitochondrial biogenesis and prevention of the damage involved in
metabolic diseases.
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Capitulo | Introducéo geral

1 - A mitocbndria

1.1 - Apresentacéao geral

A mitocéndria é uma unidade produtora de energia existente nas células, sendo
abundante nos locais onde ocorrem 0s processos que necessitam de energia como, por
exemplo, no musculo esquelético (Johannsen et al., 2009). Existe em maior nimero em
redor do reticulo endoplasmatico (Collins et al., 2002), apresentando um padrdo de
distribuicdo caracteristico no interior da célula. As mitocondrias fornecem a maioria da
energia necesséria para as células através da fosforilagdo oxidativa e sdo também
extremamente importantes na homeostase celular (Wenz, 2009). E definida como o centro
de producdo de energia celular e de reac¢des metabolicas essenciais (John et al., 2005).
E um organelo fortemente dinamico com uma fungdo central no metabolismo celular
sendo constituido por um sistema de dupla membrana. Apresenta uma membrana externa
lisa que envolve uma membrana interna de area de superficie significativamente grande
que, por sua vez, envolve a matriz (Logan, 2006). Apresenta uma forma alongada e oval,
com dois compartimentos, o espaco intermembranar e a matriz, delimitados pelo sistema
de dupla membrana (Figura 1).

Espago Intermembranar Membrana externa Cristas

Ribossoma Mantians

ATP sintase

Granulo

Figura 1 - Diagrama representativo da mitocéndria (adaptado de Frey &
Mannella, 2000).



Capitulo | Introdugéo geral

As cristas mitocondriais sdo estruturas independentes com uma natureza tubular
extensa ndo estando sempre ligadas @ membrana interna e ndo sendo apenas simples
invaginagbes da membrana interna para a matriz (Mannella et al., 1998; Frey & Mannella,
2000; Mannella, 2000).

A morfologia mitocondrial varia de acordo com o estado metabdlico das células.
Tecidos metabolicamente mais exigentes, como o0 tecido muscular, apresentam
mitocdndrias organizadas numa estrutura multiramificada. Ocorrem também alteracGes ao
nivel da forma e organizag&o das cristas, de acordo com as variagbes nos conteudos em
acidos gordos, lipidos e proteinas. Adicionalmente, uma mitocondria com um numero
mais elevado de cristas, aumenta a area funcional e permite um ndmero superior de
proteinas da cadeia respiratéria (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura da mitocondria. (a) Modelo produzido em computador a partir
de tomogramas 3D de uma mitocondria de cerebelo de galinha. Com a coloragao
amarela estdo representadas as cristas, a azul claro a membrana interna e a
azul escuro a membrana externa. (b) Representacdo do mesmo modelo
apresentando quatro cristas representativas com coloracdo diferente, além das
membranas interna e externa (Frey & Mannella, 2000).

A mitocOndria possui a sua propria maquinaria de sintese proteica e 0 seu proprio
genoma (Hock & Kralli, 2009). A maioria dos polipeptideos mitocondriais € codificada no
genoma nuclear, sintetizados no citosol e transportados para a mitocéndria. A membrana
interna da mitocondria € impermedavel a quase todas as moléculas polares e ibes (Stryer,
1988) enquanto que a membrana externa € permeavel a maioria dos ides e pequenas
moléculas (Crompton et al., 1999). Deste modo, 0 movimento de solutos na membrana
interna é controlado, sendo permitido apenas por proteinas membranares e canais
controlados e selectivos.
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A membrana interna deste organelo apresenta um elevado contetdo de proteinas,
sendo cerca de 80% do seu peso correspondente a estas proteinas (Darnell et al., 1990).
E uma membrana muito rica em difosfatidilglicerol (fosfolipido cardiolipina) o que é
extremamente importante para a funcdo mitocondrial pois este fosfolipido reduz a
permeabilidade da bicamada fosfolipidica a protdes. Também permite um bom
funcionamento de proteinas mitocondriais como, por exemplo, o complexo citocromo-c-
oxidase (complexo IV) e o translocador de nucleétidos de adenina (ANT) (Hoch, 1992;
Paradies et al., 1998). Na membrana interna encontram-se ainda elementos das vias
metabdlicas, ou seja, pelos complexos proteicos da cadeia transportadora de electrdes,
os transportadores de &cidos di- e tricarboxilicos, a cadeia respiratéria, o complexo ATP
sintetase, a piruvato desidrogenase, as proteinas desacopladoras da familia UCP e os
sistemas de transporte e oxidagéo de acidos gordos (Caldwell et al., 2004).

A membrana externa apresenta menor percentagem de peso seco em contetdo
proteico do que a membrana interna (50%), sendo a mais abundante o canal aniénico
dependente da voltagem (VDAC). Existem outras proteinas associadas a esta membrana
(hexocinase, creatina cinase e receptor periférico de benzodiazepinas), além dos
complexos formados por véarias subunidades proteicas (complexos TIM/TOM) que sao
transportadores da membrana interna/translocador da membrana externa e que
transportam peptideos para o interior da mitocéndria (Paschen & Neupert, 2001).

As enzimas responsaveis pelo metabolismo de aminoacidos, do ciclo dos acidos
tricarboxilicos (ou ciclo de Krebs), via de sintese dos grupos heme e ciclo da ureia situam-
se na matriz mitocondrial. E também aqui que se encontram as mudltiplas copias do DNA
mitocondrial (mtDNA), assim como os sistemas de transcricdo e translacédo, o que torna a
mitocondria como sendo o Unico organelo de células animais que apresenta capacidade
de autoreplicacdo (Anderson, 1981), no entanto, a maior parte das proteinas mitocondriais
séo codificadas pelo genoma nuclear (Wallace, 1994).

A mitocbndria esta envolvida em varios processos metabdlicos, sendo o mais
relevante para a viabilidade celular a fosforilacdo oxidativa. Participa também nas vias de
sinalizacdo dependentes de calcio, na manutencdo do ambiente redox e na morte celular
programada ou apoptose (Schatz, 1995).

Este organelo é muitas vezes designado por central energética da célula devido a
sua eficiéncia e necessidade da fosforilacdo oxidativa para as fungbes celulares pois a
maioria necessita de energia. A energia existente nas ligacdes de hidratos de carbono,
aminoacidos e acidos gordos € usada para a sintese de adenosina trifosfato (ATP). O
rendimento desta conversdo energética seria baixo se ndo ocorresse 0 processo de
fosforilag@o oxidativa. Por exemplo, a degradacgéo da glicose origina duas moléculas de
piruvato através da via anaerébia da glicolise, produzindo apenas duas moléculas de
ATP. O piruvato é entdo aproveitado para o ciclo de Krebs formando nicotinamida adenina
dinucleétido (NADH) e flavina adenina dinucle6tido (FADH,) (equivalentes de reducéo)
para serem utilizados na fosforilagcdo oxidativa aerdbia, o que resulta na formacédo de 38
moléculas de ATP. Deste modo, a producdo da maior parte do ATP necessério a célula é
realizada pelas mitocondrias (95% da quantidade de ATP necessaria) (Erecinska &
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Wilson, 1982). Ou seja, qualquer interferéncia na actividade mitocondrial prejudicara
severamente as células (Duchen, 2004).

1.2 - A cadeiarespiratoria e a fosforilagdo oxidativa

A mitocbndria apresenta na sua membrana interna 47 subunidades proteicas que
constituem a cadeia respiratoria mitocondrial (Hatefi, 1985). Uma proteina extrinseca de
pequenas dimensfes, 0 citocromo ¢, € uma quinona hidrofébica, a ubiquinona, sdo
designados por componentes moveis da cadeia respiratéria, sendo as subunidades
proteicas agrupadas em 4 complexos (Figura 3):

- complexo NADH:ubiquinona oxiredutase ou complexo I;
- complexo succinato desidrogenase ou complexo Il
- complexo Ubiquinol:citocromo ¢ oxiredutase ou complexo Il

- complexo citocromo — ¢ - oxidase ou complexo V.

Espaco intermembranar

o'o o'o';'q,oﬂﬂw.?': DD0.00S, o-'o-'o-'o;o. @ ' Y - O

v

N ot

OO POLOOOOC

Matriz

Figura 3 - Representacédo esquematica da cadeia respiratéria mitocondrial e
ATP sintetase. A cadeia respiratdria consiste em quatro complexos
(complexos |, Il, Ill e IV) e dois substratos intermediarios (coenzima Q e
citocromo c). O NADH + H* e FADH, produzidos pelo ciclo de Krebs sao
oxidados pela cadeia respiratéria mitocondrial de modo a estabelecer um
gradiente electroquimico de protbes, que ¢é finalmente utilizado pelo
complexo V (FoF: — ATP sintetase) produzindo ATP (forma de energia usada
pela célula) (adaptado de Bellance et al., 2009).



Capitulo | Introducéo geral

Os complexos proteicos referidos anteriormente possuem centros metalicos e
estruturas quinoides (flavinas, quinonas), sendo estes proporcionadores da transferéncia
sequencial de electrbes até ao aceitador final, o oxigénio molecular.

O complexo | transfere os electroes que aceitou do NADH para o “pool” de
ubiguinona, enquanto que o complexo Il aceita electrdes do succinato transferindo-os
também para este “pool”’. A molécula é entdo reduzida, passando a designar-se por
ubigquinol e esta passagem envolve a semi-reducdo da ubiquinona — Q — por um electrdo a
semiguinona — QH- -, mas apenas quando um outro electrdo alcanca esta molécula é que
ela atinge o seu estado de reducéo total, passando a designar-se por ubiquinol — QHs,.
Esta molécula mével e hidrofébica, o ubiquinol, é entdo capaz de transferir electrbes para
o complexo lll, voltando novamente aos estados QH- e Q. Este ciclo é designado por ciclo
Q ou ciclo da ubiquinona (Trumpower, 1990). No complexo lll, os electrdes sédo
transferidos para o citocromo c¢ e posteriormente para o complexo IV, sendo finalmente
transferidos para o oxigénio molecular, onde origina uma molécula de &gua (H,O)
juntamente com os protoes.

Neste fluxo electrénico, os electrdes fluem de complexo em complexo, o que é
apenas possivel devido ao facto de que cada complexo apresenta maior potencial “redox”
do que o anterior (Figura 4).

O complexo V, vulgarmente designado por ATP sintetase, é constituido por dois
componentes, Fo e F.. A componente F, € formada por quatro tipos de cadeias
polipeptidicas, sendo um segmento hidrofébico que atravessa a membrana mitocondrial
interna, formando um canal proténico. A componente F; € constituida por cinco tipos de
cadeias polipeptidicas, fosforila o adenosina difosfato (ADP) e em certas situacfes
hidrolisa o ATP na tentativa de repor o gradiente proténico. Esta molécula é inibida por
oligomicina (Boyer, 1997; Boyer, 1998).
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Figura 4 - Fluxo de electrbes através da cadeia transportadora de electrbes a
partir de NADH, succinato e FADH, até ao oxigénio molecular. Cada um dos
guatro complexos na cadeia esta localizado na membrana mitocondrial interna e
possui transportadores de electrbes especificos. O citocromo ¢ e coenzima Q
transportam electrées entre os complexos. Os electres atravessam em
sequéncia desde os transportadores com menor potencial de reducdo até aos
gue possuem potencial mais positivo (superior). A escala da energia livre
demonstra a reducdo correspondente da energia livre & medida que um par de
electrbes atravessa a cadeia. Quando os eletrdes fluem através dos trés
complexos, a energia libertada é suficiente para potenciar o bombeamento de
ides H+ através da membrana, estabelecendo uma for¢ca protomotriz (adaptado
de Lodish et al., 2002).

1.3 - Teoria quimiosmética

A fosforilagdo oxidativa situa-se no centro do metabolismo energético dos animais
(Frey & Mannella., 2000). E um processo global que envolve a fosforilagdo de ADP a ATP
gue esta associada ao transporte proténico e electrénico que é efectuado pela cadeia
respiratoria.
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A teoria quimiosmotica foi proposta pela primeira vez em 1961 por Peter Mitchell
(Mitchell, 1961). Esta teoria explica o mecanismo bésico da producdo de energia
bioldgica. De acordo com este autor, existia um mecanismo de interligacdo entre as
reaccdes de oxidacdo de substratos através da cadeia respiratéria e de fosforilacdo de
ADP. Assim, a funcdo principal da cadeia respiratéria é a ejeccao vectorial de protdes da
matriz para o exterior que vao ser usados posteriormente para a sintese de ATP através
da ATP sintetase durante o refluxo de H* para a matriz (Figura 3). A energia resultante do
gradiente electroquimico de protdes pode também ser usada para o transporte idnico ou
para a producdo de calor (Stryer, 1988; Harris, 1995).

O gradiente de pH (ApH, com pH alcalino na matriz) e o gradiente eléctrico (AY,
negativo no interior da mitocéndria) sdo dois componentes do gradiente electroquimico de
protoes.

O movimento dos protdes desde do espaco intermembranar até a matriz encontra-
se associado a uma variagao de energia livre AG negativa, possuindo esta variagcao valor
idéntico ao gradiente electroquimico de protdes (Apy.). Desta forma:

Equagéo 1: AG = Apy. = nFAY + 2,3RTlog ([H*]«/[H*]5)

onde a designacdo n é o numero de equivalentes (1), F é a constante de Faraday, R é a
constante dos gases perfeitos, T é a temperatura absoluta (°K) e [H*]y e [H*]; sdo as
concentracdes de protdes no interior e exterior da mitocondria respectivamente (neste
caso, como a membrana externa € permeavel a protdes, o exterior da mitocéndria é o
espaco intermembranar). De acordo com a equacao, pode-se definir Ay, como sendo a
diferenca do potencial electroquimico de protdes entre o interior e o exterior da
mitocondria. Assim, a equacdo pode ser representada numa forma mais simples,
considerando que pH = - log [H*]

Equagéo 2: AG = Ay, = nFAY + 2,3RT(pH; — pHy)

ou ainda

Equacdo 3: AG = Ay, = nNFAY — 2,3RT ApH

na qual
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Equacéo 4: ApH = pHy — pH;

Além desta expressao traduzir uma variacdo da energia livre do sistema sendo
expressa em calorias (cal) ou Joules (J), normalmente é escrita sob a forma de uma
diferenca de potencial eléctrico e é expressa em volts (V) que sdo as unidades de
potencial:

Equacéo 5: Apy. /nF = AY — (2,3RT/F)ApH

Tendo em consideragdo que a temperatura de 25°C, o factor 2,3RT/F possui 0
valor de 59 mV, a equacéo 5 pode ser escrita, em mV, como

Equacéao 6: Ay /nF = AY - 59ApH

A forca protomotriz (Ap) € determinada através do quociente Apy. /nF

Equacéo 7: Ap = Apy. /InF

O paradmetro Apy. determina a variacdo da energia do sistema e Ap a variagdo do
potencial eléctrico (por isso é que Auy. € expresso em calorias ou Joules e Ap em Volts)
mas, no entanto, ambos se referem & mesma grandeza que é a forga responsavel pelo
fluxo de protdes para o interior da mitocéndria.

O potencial transmembranar mitocondrial (A¥), ou gradiente eléctrico, fornece a
diferenca de carga eléctrica entre o exterior e o interior da mitocéndria, sendo o potencial
no interior negativo que € resultante da ejeccao proténica produzida pela cadeia
respiratoria.

A membrana mitocondrial interna apresenta uma caracteristica que é a sua baixa
capacitancia eléctrica. Mas, devido a existéncia de elevado nimero de proteinas e acidos
fracos e bases conjugadas respectivas, a matriz mitocondrial é altamente tamponizada.
Logo, ocorre a producdo de um potencial transmembranar de aproximadamente 200 mV
durante a transferéncia de 1 nmol de H*/mg de proteina para o exterior da mitocéndria.
Mas o pH da matriz aumenta apenas 0,05 unidades, o que corresponde a 3 mV (59ApH =
59 x 0,05 = 3 mV). Entédo, aproximadamente 99% do valor de Ap € representado pelo
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potencial transmembranar. Dado que o influxo electroforético de i6es potassio (K*)
compensa, em parte, a transferéncia de cargas eléctricas que ocorre durante a ejecgéo de
protdes, o valor de ApH é superior (Czyz et al., 1995).

De acordo com o intermediario energético comum (a forca protomotriz), a
fosforilagéo oxidativa pode ser dividida em trés subsistemas:

- a cadeia respiratoria que produz a forca protomotriz (resulta da ejeccdo de
protdes para o espaco intermembranar);

- o sistema fosforilativo que utiliza Ap para sintetizar ATP de acordo com o refluxo
de H* para a matriz através da ATP sintetase. Este sistema € contituido por ATP
sintetase, transportador de fosfato e ANT que sdo os elementos envolvidos na fosforilacdo
de ADP a ATP;

- permeabilidade passiva a protdes da membrana mitocondrial interna (“leak” a
protdes). Assim, existe um refluxo de protdes para a matriz.

Durante a fosforilagédo oxidativa, a for¢ca protomotriz utilizada pela ATP sintetase é
dissipada devido ao aumento da permeabilidade a protdes da membrana mitocondrial
interna. As UCP’s sdo proteinas da familia das “uncoupling proteins” existentes na
membrana mitocondrial interna (Sluse et al., 2006). A sua fungcéo € a mediacao do “leak” a
protdes, ou seja, 0o desacoplamento da oxidag&o de substrato da sintese de ATP. Assim,
ocorre a inibicdo da sintese de ATP sendo a energia libertada sob a forma de calor. A
primeira UCP descrita e a mais abundante no tecido adiposo castanho é a UCP — 1. Em
outros tecidos, como o figado e masculo esquelético, foram identificadas as formas UCP —
2 e UCP - 3, respectivamente. A prevencdo da acumulagcdo excessiva de espécies
reactivas de oxigénio (ROS) é considerada como um efeito benéfico resultante do “leak” a
protdes mediado por proteinas, apesar do aumento da expressao de UCP’s no tecido,
devido ao decréscimo da sintese de ATP, ter consequéncias graves para a funcéo celular
(Cannon et al., 2006).

1.4 - Espécies reactivas de oxigénio, defesas antioxidantes e stresse
oxidativo

Em numerosas doencas, ocorre a formacdo de espécies quimicas de elevada
reactividade, resultantes do oxigénio (Cadet & Brannock, 1998; Wei, 1998; Schapira,
1999). Alguns exemplos de espécies reactivas de oxigénio (espécies radicalares e nao
radicalares derivadas do oxigénio) sdo aniao superoxido (O,e ), peréxido de hidrogénio
(H,0,) e radical hidréxilo (eOH).

A formacdo de ROS ocorre naturalmente na sequéncia de varias reacgdes
metabdlicas ou como resposta a estimulos (Fridovich, 1978), dado que estas espécies

-11 -



Capitulo | Introducéo geral

desempenham uma funcdo em processos como vias de transducao de sinal ou activacao
de factores de transcrigdo (Pinkus et al., 1996).

A fonte mais significativa de producdo de ROS é a mitocéndria, sendo entdo o
organelo mais susceptivel de sofrer dano oxidativo.

A reducdao final do oxigénio molecular ocorre em duas fases:
- formacao transiente de aniées O? no local activo da enzima
- reaccdo de O? com protdes matriciais, formando-se H,O

Devido a elevada afinidade da citocromo — ¢ - oxidase, a formacao do radical
aniao superoxido (O,e ) é evitada, dado ndo ocorrer a libertacdo de intermediarios
parcialmente reduzidos. A formacdo mitocondrial de ROS é um processo fisiologico e
continuo, resultante do metabolismo aerdbio (Boveris & Chance, 1973; Turrens, 1997).
Verifica-se que durante a fosforilacdo oxidativa, cerca de 1 a 5% do oxigénio usado pela
cadeia respiratéria € parcialmente reduzido e convertido em superéxido.

A producdo de ROS ocorre ao nivel dos Complexos | e Il da cadeia respiratoria
mitocondrial (Boveris et al., 1976; Takeshige & Minakami, 1979; Turrens et al., 1985). A
producdo mais significativa do radical anido superoxido ocorre ao nivel da transferéncia
de electrées do “pool” de ubiquinona para o Complexo Ill. Ocorre um aumento do radical
livre semiubiquinona que resulta da inibicdo da cadeia respiratéria mitocondrial devido ao
decréscimo de oxigénio disponivel ou através da utilizacdo de inibidores como o cianeto
(Complexo 1V) ou antimicina A (Complexo IIl) (Turrens et al., 1985).

Em solu¢bes aquosas, 0 anido superoxido € reactivo. Os seus niveis sao
regulados através da dismutacdo enzimatica catalisada pela superdxido dismutase que
produz peréxido de hidrogénio (H,O,). A accdo de H,O, é nociva devido ao radical
hidroxilo que é o produto da sua reduc¢do (Zhang et al., 1990). O principal responsavel
pelo dano molecular em sistemas biol6gicos é entdo este radical altamente reactivo
(Halliwell & Gutteridge, 1990).

As células desenvolveram um sistema de defesas antioxidantes ndo enziméticos
(glutatido reduzido GSH) e antioxidantes enzimaticos (catalase e superéxido dismutase)
(Sies, 1991), devido a formacdo do radical anido superdxido que € considerado um
processo bioldgico continuo. O sistema antioxidante eficiente da mitocéndria (revisto em
Radi et al., 1991) é composto por superdxido dismutase, glutatido redutase, NADPH,
GSH, glutatido peroxidase, vitamina C e a respiracdo mitocondrial (Guidot et al., 1995;
Korshunov et al., 1999). A producao excessiva de radicais livres pela cadeia respiratéria
pode ser evitada através de ligeiras reducdes no gradiente protonico (Korshunov et al.,
1997; Skulachev, 1998).

Quando a producédo mitocondrial de ROS aumenta de modo significativo, ocorre
um desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a elevada producao de ROS, resultando
em stresse oxidativo. Neste caso, ocorre dano mitocondrial e consequente disfuncéo
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celular. O musculo esquelético esta sujeito a stresse oxidativo. Deste modo, os alvos da
accao das espécies reactivas de oxigénio sao as proteinas, lipidos e até o préprio DNA
mitocondrial (mtDNA), e deste modo, 0 dano oxidativo resulta na perda irreversivel das
funcdes mitocondriais (fosforilacdo oxidativa e transporte de ides) (Zhan et al., 1990;
Paradies et al., 1998; Brookes et al., 1999; Lu et al., 1999; Poderoso et al., 1999).

1.5 - O papel da mitocdndria na homeostase do calcio

Na maioria das células, a concentracdo citoplasmatica de célcio livre é regulada,
sendo mantida entre os intervalos de 0.05 — 0.5 uM. A membrana mitocondrial interna,
assim como a membrana plasmatica e o reticulo endoplasmaético, regulam a concentracao
citoplasmaética de calcio pois possuem um sistema transportador deste iao.

Durante os aumentos periédicos na concentracao de célcio, a mitocondria capta
calcio devido a uma interac¢cdo com 0s canais ionicos da membrana plasméatica ou com a
libertacdo de célcio do reticulo endoplasmatico. De acordo com os sistemas especificos
de transporte de calcio existentes na mitocéndria (Figura 5), a sua funcao na homeostase

de célcio citoplasmético é extremamente relevante (Gunter et al., 1975; Fiskum &
Lehninger, 1979; Gunter & Pfeiffer, 1990; Gunter et al., 1994).

A entrada de calcio para a matriz mitocondrial € mediado por um sistema do tipo
uniporte, sendo promovido pelo gradiente electroquimico, sem estar associado ao
cotransporte com outros i6es ou moléculas ou a hidrélise de ATP (Crompton et al., 1978;
Gunter & Pfeiffer, 1990; Gunter et al., 1994; Gunter & Gunter, 2001). Como o uniporte de
calcio é activado por célcio externo, a remocao de célcio extramitocondrial desactiva este
transportador (Kroner, 1986). Existem varios moduladores que regulam a entrada de
calcio na mitocdndria como, por exemplo, os catibes divalentes (magnésio e bario) que
competem com o calcio pelo transporte via uniporte. Um inibidor especifico do uniporte de
calcio é o ruténio (composto vermelho) (Gunter et al., 1994; Matlib et al., 1998).

O transporte de calcio de modo rapido (RaM), inicialmente descrito em
mitocondrias de figado, € um outro mecanismo responsavel pela entrada de calcio na
mitocondria (Sparagna et al., 1995; Gunter & Gunter, 2001). De acordo com alguns
trabalhos realizados (Sparagna et al., 1994; Sparagna et al., 1995), a entrada de calcio é
mais eficaz quando o organelo é exposto a pulsos de calcio e ndo a uma concentracao
constante e idéntica de calcio.
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Figura 5 - Mecanismos de transporte de calcio na mitocondria. O gradiente
electroquimico € estabelecido na mitocdndria através da actividade da cadeia
respiratéria mitocondrial, constituida pelos varios complexos (I,I,1lIl e 1V). A via
principal para a entrada de calcio (Ca?*) esta representada pelo uniporter de Ca?*
(UNI). O transportador de modo rapido (RaM) possui maior afinidade por célcio e
cinética de activacao/inactivacdo mais rapida. O efluxo de calcio ocorre por duas
vias principais, uma mediada pelo gradiente de Na*, trocador Na*/Ca?* (NCE) e
outra via que é independente de Na* - trocador Ca2* independente de Na* (NICE)
gue acopla a extrusdo de Ca2* com o gradiente de protdes (adaptado de Toescu,
2007).

Existem duas vias distintas para o efluxo de célcio da mitocéndria:
- dependente de sédio (Gunter & Pfeifer, 1990)
- independente de soédio (Puskin et al., 1976)

Estes dois sistemas requerem energia apesar de possuirem cinéticas diferentes,
dado que o efluxo de calcio ocorre contra o gradiente electroquimico. No coracgédo, a saida
de célcio da mitocondria ocorre principalmente através do antiporte dependente de sodio,
possivelmente na estequiometria de 3Na* : 1Ca?* (Gunter et al., 1994).

Através destes sistemas, a taxa maxima de efluxo mitocondrial de célcio € menor
do que a de influxo, deste modo, as mitocondrias sdo expostas a concentracdes elevadas
de calcio quando a sua concentra¢cdo aumenta no citoplasma.
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1.6 - Permeabilidade transitéria mitocondrial

A membrana mitocondrial interna € virtualmente impermeével a quase todos os
ibes e moléculas polares mas alguns factores, como a acumulacgéo de calcio, favorecem o
aumento da permeabilidade desta membrana. Quando as mitocondrias isoladas séo
expostas a concentracdes suprafisioldgicas de calcio, estas perdem a impermeabilidade a
ibes e moléculas da sua membrana interna (< 1500 Da). Isto origina um aumento de
volume da matriz devido a entrada de &gua na tentativa de compensar o potencial
osmoético (Bernardi, 1992; Gunter et al.,, 1994; Zoratti & Sazbo, 1995; Bernardi, 1996).
Este entumescimento mitocondrial leva a ruptura da membrana interna, despolarizando a
mitocondria e libertando célcio (Zoratti & Szabo, 1995; Bernardi, 1999; Crompton, 1999).

A permeabilidade transitéria mitocondrial (PTM) resulta da abertura de um canal
proteico inespecifico de elevada dimensdo (poro de permeabilidade transitoria
mitocondrial). A sua inducéo é fortemente regulada e as suas dimensdes variam entre 2 e
2.6 nm (Crompton, 1999; Bernardi et al., 2001). A permeabilidade transitéria mitocondrial
é considerada como uma via adicional de saida de célcio da mitocondria.

A inducdo da PTM é caracterizada por (Zoratti & Tombola, 2001):

- de acordo com o tecido do qual as mitocondrias foram isoladas, a presenca de
calcio na matriz acima de uma determinada concentragao.

- utilizacdo de ciclosporina A (CyA) (peptideo ciclico usado com finalidades
terapéuticas como imunossupressor) (Galat, 1993), é também considerado como um
inibidor especifico da indugcédo da PTM (Broekemeier et al., 1989).

- indugé@o de PTM depende da voltagem sendo a despolarizagdo mitocondrial um
pré-requisito para a inducédo da PTM.

- na presenca de ciclofilina D (proteina constituinte do canal), a existéncia de uma
correlacdo entre o pH da matriz mitocondrial e a indugéo da PTM pois um pH acidico inibe
a abertura do poro de PTM devido a protonacao de residuos de histidina (Bernardi, 1999).

- a inducao da PTM é favorecida pelo aumento da fluidez membranar (Colell et al.,
2003).

O poro de PTM apresenta dois estados de condutancia: um de baixa condutancia,
reversivel (est4 envolvido na libertacdo de célcio para o exterior da mitocondria, induzida
por este ido) (Ichas & Mazat, 1998); um de alta conduténcia (ocorre devido a acumulacao
excessiva de calcio na matriz, aumentando também o pH). O estado de alta condutancia é
irreversivel, contribuindo para a libertacdo de factores pré-apoptéticos (como citocromo ¢
e pro-caspases) e para O colapso do potencial transmembranar, devido ao
entumescimento mitocondrial. Este estado estd envolvido na via da morte celular
programada (Bernardi, 1999; Bernardi et al., 2001). E necessaria uma concentragdo
superior de célcio na matriz de modo a ocorrer a transicdo do poro de baixa condutancia
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para o poro de alta condutancia (Ganitkevitch, 2003). Concentracdes elevadas de célcio,
deplecdo de ATP, aumento dos niveis da proteina Bax (factor pré-apoptotico) na
membrana mitocondrial, despolarizacdo mitocondrial e stresse oxidativo sdo condicbes
patofisiolégicas indutoras da PTM.

Alguns dos componentes do poro de PTM ja se encontram identificados mas no
entanto a sua caracterizacdo molecular ainda ndo estd completa (Figura 6). Os seus
componentes sdo ANT (translocador de nucledtidos de adenina da membrana interna),
VDAC (canal aniénico dependente da voltagem da membrana externa), ciclofilina D na
matriz, hexocinase Il do citosol, receptor de benzodiazepinas da membrana externa, as
proteinas Bax e Bcl-2 e a creatina cinase do espaco intermembranar (Crompton, 2000;
Colell et al., 2003).

2

§f§§§§?§ Membrana mitocondrial
(G4 externa

;v\‘

PPT

@ §§§§§5§§§ Membrana mitocondrial
S géﬁggg interna

Figura 6 - Os varios componentes do poro de permeabilidade transitéria. VDAC
estd localizada na membrana mitocondrial externa e ANT na membrana
mitocondrial interna. Ciclofilina D (CyD) esta ligada ao ANT no lado matricial.
Quando VDAC e ANT se unem na mesma posi¢do, formam o poro de PTM
(adaptado de Kumarswamy & Chandna, 2009).

A proteina mais abundante na mitocondria € o translocador de nucleé6tidos de
adenina. Esta proteina possui trés isoformas que sao codificadas por genes diferentes
(Doerner et al., 1997) sendo responsavel pela saida do ATP produzido na matriz para o
citosol em troca por ADP. A isoforma ANT — 2 é a mais abundante no figado e no rim
sendo nestes mais faceis de ocorrer a indugao da PTM (Crompton et al., 1999).
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A proteina ANT funciona como um poro com duas conformacdes extremas,
conformacgdo ¢ e conformacdo m, onde os locais de ligagdo do substrato situam-se,
respectivamente, no lado citosélico ou no lado matricial da membrana interna. A
conformacéo c é susceptivel as alteracfes indutoras da PTM provocadas pela ligacdo de
calcio mas isto ndo acontece na conformacdo m (Crompton et al., 1999). A abertura do
poro de PTM ¢é inibida devido a existéncia de ATP ou ADP exdgenos dado que estes
induzem a conformagdo m. Na presenca de célcio, o ANT pode formar canais com
multiplos estados de subcondutancia, isto de acordo com ensaios de electrofisiologia
realizados (Vieira et al., 2000).

A isomerizacdo cis— trans de ligacBes peptidicas € catalisada por ciclofilinas
(Galat, 1993). Estas proteinas possuem varias isoformas: CyP-A existe no citosol, CyP-B
e CyP-C no reticulo endoplasmatico e finalmente CyP-D existe na mitocondria. Na
presenca de ciclosporina A (CyA), estas isoformas sdo inibidas e na presenca deste
inibidor possuem também a actividade de inibidores da fosfatase proteica calcineurina
(Schreiber & Crabtree, 1992).

Um poro nédo selectivo existente na membrana mitocondrial externa e que permite
a passagem de metabolitos e ibes para o espago intermembranar (MM = 5 KDa) é
designado por VDAC. Os metabolitos e ibes podem ser posteriormente transportados, por
transportadores especificos, através da membrana interna (Crompton et al., 1999). Foram
identificadas, em mitocéndrias isoladas de rato, trés isoformas do VDAC (Sampson et al.,
1997). Esta é uma proteina que ndo é muito abundante e deste modo, apenas uma
pequena fraccdo de ANT pode ser complexada pelo VDAC, com a finalidade de induzir a
PTM. O VDAC situa-se nos pontos de contacto entre as membranas externa e interna,
fortemente ligado ao ANT da membrana interna (McEnery et al., 1992; Mannella, 1996).
Pode também ligar-se a proteinas solluveis (cinases) (Crompton et al., 1999) e as
proteinas apoptéticas Bax e Bcl-2 (Shimizu et al., 1999; Shimizu et al., 2000) o que lhe
permite formar um circuito possibilitando deste modo a passagem do citocromo c.

O receptor periférico de benzodiazepinas (proteina da membrana mitocondrial
externa) funciona como um alvo farmacoldgico de determinadas drogas citotéxicas (Vieira
et al., 2000; Crompton, 2000).

2 - Musculo esquelético

O musculo esquelético é o principal tecido responsavel por cerca de 70-80% da
entrada de glicose no organismo, sendo o principal regulador do equilibrio energético. E
uma forma de tecido muscular estriado que se encontra sob o controlo do sistema
nervoso somatico. Este é um dos trés tipos principais de muasculos (outros sdo o masculo
cardiaco e musculo liso).

-17 -



Capitulo | Introducéo geral

A maioria deste tecido esta ligada aos ossos através de fibras de colagénio
designadas por tenddes sendo constituido por centenas de fibras musculares cilindricas e
alongadas que se estendem desde o seu local de origem até ao extremo oposto. As fibras
estdo interligadas por tecido conectivo no qual se situam 0s vasos sanguineos e 0s
nervos e formam-se por fusdo de mioblastos em desenvolvimento. O nimero de fibras é
regulado por uma citoquina sintetizada nas células musculares (miostatina).

Cada fibra muscular possui:

- miofibrilas;

- mitocondrias;

- reticulo endoplasmaético extenso;
- Varios nucleos.

As fibras sdo compostas por miofibrilas de actina (formam os filamentos mais
finos) e miosina (compdem os filamentos grossos) repetidas num sarcomero (unidade
basica das células responsavel pelo aspecto estriado). Cada fibra muscular mutlinucleada
esta interligada as outras estando rodeadas por tecido conjuntivo (endomisio). Estas
fiboras estdo agrupadas em feixes através de tecido conectivo que se designa por
perimisio. O feixe de fibras é designado por fasciculo (Figura 7).

Perimisio .
Osso Vaso sanguineo

& /

Fibra muscular

Tenddo Epimisio Endomisio Fasciculo

Figura 7 - Estrutura do tecido muscular esquelético (adaptado de
http://www.daviddarling.info/encyclopedia/S/skeletal muscle.html).

-18-


http://www.daviddarling.info/encyclopedia/S/skeletal_muscle.html

Capitulo | Introducéo geral

As fibras musculares sdo constituidas por sarcolema (membrana plasmatica),
reticulo sarcoplasmético, sarcoplasma (citoplasma). Os nucleos e as mitocdndrias situam-
se sob a membrana plasmatica e o reticulo endoplasmatico entre as miofibrilas.

O aspecto estriado das fibras musculares deve-se ao padréo alternado de bandas
escuras A e bandas claras | (Figura 8).

nicleo -\Q’ﬁ

banda 1

banda /

linha Z
mitocondrias

aberturas
dos tibulos

transversos
reticulo

sarcoplasmitico
cisternas terminais
ubulos transversos

sarcolema

iofibrilhas

Figura 8 - Estrutura da fibra muscular (adaptado de
http://curlygirl.no.sapo.pt/imagens/fibramuscular.jpg).

As bandas A sao produzidas pelos filamentos mais finos. Quando estes filamentos ndo
se sobrepdem com os filamentos finos formam a banda I.

A interaccdo da miosina e actina é responsavel pela contraccdo muscular. A
contraccdo ocorre devido a uma interacgdo das proteinas (actina e miosina) na presenca
de ides de calcio e energia. A energia disponivel para a contrac¢do provém da hidrélise
de ATP, sendo o calcio libertado pelo reticulo sarcoplasmatico quando este é estimulado
por despolarizacéo. O impulso nervoso € que finaliza o processo de contrac¢do. Quando
este impulso é interrompido, o calcio € armazenado no reticulo sarcoplasmatico apos ter
sido removido por uma bomba de calcio (Ca2* ATPase).

O musculo esquelético pode ser dividido em duas categorias: tipo | e tipo Il. As
fibras do tipo | apresentam uma coloracdo avermelhada devido a presenca de proteinas
gue ligam o oxigénio — mioglobina. Estas fibras utilizam o metabolismo oxidativo de modo
a produzirem ATP. As fibras do tipo Il sdo brancas devido a auséncia de mioglobina. As
fibras vermelhas apresentam mais mitocondrias e vasos sanguineos que as brancas.

A transicdo de metabolismo aerdbio para anaerébio durante o exercicio necessita que
todos os sistemas estejam activos de modo a assegurar o fornecimento constante de ATP para
0s musculos. Isto inclui a utilizacdo de hidratos de carbono como substratos, a redistribuigcdo do
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fluxo sanguineo para o musculo e a remoc¢do de varios produtos do metabolismo anaerdbio
(diéxido de carbono e &cido lactico).

A molécula de ATP é a fonte imediata de energia para a contraccdo muscular. Embora
esta fonte ndo seja inesgotavel, ela € sempre restabelecida quando é necessario. Existem trés
fontes de fosfatos de alta energia para restabelecerem o ATP utilizado, que sdo a creatina
fosfato, o glicogénio e a respiracdo celular que ocorre nas mitocondrias existentes nas fibras
musculares.

As fibras do musculo esquelético possuem cerca de 1% de glicogénio. As fibras
musculares degradam este glicogénio através da glicogendlise originando glicose — 1 — fosfato.
Esta molécula entra na via glicolitica produzindo duas moléculas de ATP por cada par de
moléculas de &cido lactico produzidas. Na presenca de oxigénio, a glicose pode ser oxidada a
agua e diéxido de carbono. Mas se nado existe oxigénio, o processo para com a conversao de
glicose em &cido lactico. O 4cido lactico pode sair das células musculares e acumular-se na
corrente sanguinea. A disponibilidade de oxigénio depende da sua entrega pelo sangue;
guando os musculos ficam activos, os produtos do seu metabolismo originam a dilatagdo dos
vasos, 0 que permite um maior fluxo sanguineo.

Além dos hidratos de carbono, os musculos utilizam &cidos gordos como
substratos para a oxidagéo.

3 - O sindrome metabdlico

3.1 - A patologia

O sindrome metabdlico/ pré diabetes tem sido considerado um problema de saude
publico mundial devido a elevada incidéncia de obesidade que tem sido promovida pelo
estilo de vida sedentario e também pelo consumo excessivo de alimentos ricos em
gordura e agucares (Krebs & Roden, 2004; Haslam & James, 2005).

Na comunidade global, a obesidade atingiu valores alarmantes sendo até mesmo
considerada como uma epidemia global. Os niveis desta doenca tém aumentado cada
vez mais ao longo do tempo, principalmente em criancas (Figura 9).

O sindrome metabdlico é uma condicdo multifactorial associada com elevada taxa
de mortalidade, sendo caracterizada por combinagBes de vérias caracteristicas como a
obesidade abdominal, hipertensdo arterial, hiperglicemia, aumento dos niveis de
triacilglicerdis, dislipidemia, resisténcia a insulina e aumento do risco de desenvolvimento
de aterosclerose (Haslam & James, 2005). Esta condi¢cdo é considerada como um factor
de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, cancro e enfartes, sendo
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caracterizada por uma desregulacdo da homeostase de glicose podendo originar o
desenvolvimento de diabetes do tipo 2.

Problema global da obesidade

% de populagio
de adultos obesos

H 30-40%
B 20-30%
10 - 20% i J"
5-10%

0-5%

B

A

Fonte: Organizagao Mundial de Saide, 2005

Figura 9 - Percentagem de populacdo adulta obesa (adaptado de Organizacio
Mundial de Saude, 2005).

Os principais factores de risco para o desenvolvimento desta condicdo incidem
sobre uma dieta desequilibrada, juntamente com o estilo de vida sedentario que ocorre na
populagdo. Deste modo, ocorre um consumo excessivo de alimentos ricos em gordura
que originam um desequilibrio energético e por conseguinte o ganho de peso sob a forma
de gordura corporal. Esta condi¢do resulta de um balango energético positivo no qual sdo
consumidas maior quantidade de calorias do que a que é utilizada para o processo de
oxidagdo, podendo originar diversas anomalias a nivel do metabolismo de glicose e de
lipidos em varios tecidos como no figado, musculos e adipdcitos (Carley & Severson,
2005).

Uma anomalia metabdlica fulcral associada com o desenvolvimento de obesidade
e diabetes do tipo 2 € a resisténcia a insulina (figura 11) sendo considerada como um
factor patogénico comum do sindrome metabdlico (Koh et al.,, 2005). A resisténcia a
insulina representa uma incapacidade da insulina de exercer a sua funcdo na homeostase
da glicose e dos lipidos; sendo o desenvolvimento desta condicdo possivel devido a um
desequilibrio energético. E uma condico na qual as células tornam-se menos sensiveis
aos efeitos de diminuicéo da glicose pela hormona insulina. Na maioria dos humanos, os
niveis normais de insulina no sangue tornam-se inadequados para manter os niveis
normais de glicose no sangue. As células musculares e os adipdcitos necessitam de
insulina para poderem absorver as moléculas de glicose.
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Uma das caracteristicas comuns da obesidade induzida por dieta € a acumulacao
intracelular de lipidos que tem impacto negativo na saude. Em humanos com estilos de
vida sedentarios, a acumulacao de gordura no musculo esquelético esta associada com o
desenvolvimento de resisténcia a insulina, pré-disposicdo para o desenvolvimento de
diabetes mellitus do tipo 2 (Schrauwen et al., 2010). Esta tem sido relacionada com a
inibicho da fungdo das células B pancreaticas (Zhou & Grill, 1994) e com o
desenvolvimento de resisténcia a insulina periférica e hepatica em varias pessoas, como
por exemplo, em pacientes diabéticos do tipo 2 (Shah et al., 2003; Huss & Kelly, 2005).
No caso de diabetes do tipo 2, verifica-se um aumento dos niveis de lipidos

intramiocelulares e resisténcia a insulina muscular (Goodpaster et al., 2001).

A resisténcia a insulina nas células musculares reduz a entrada de glicose nas
células (assim como o armazenamento de glicose como glicogénio e triacilglicerdis,
respectivamente).

As elevadas concentragbes de &cidos gordos no sangue (associado com
resisténcia a insulina e diabetes tipo 2), a reduzida entrada de glicose nos musculos e
aumento da producao de glicose no figado contribuem para os niveis elevados de glicose
no sangue.

3.2 - A bioquimica da patologia

O musculo esquelético apresenta uma elevada capacidade de transicdo entre os
acidos gordos e a glicose como substratos oxidativos que suportam a actividade de
contraccdo deste tecido. Este adapta-se ou “responde” a varias alteragbes metabdlicas
através do ajuste da seleccdo de substrato de modo a corresponder as necessidades
energéticas. A elevada oxidacdo de acidos gordos inibe o metabolismo da glicose por
inibicdo de varias enzimas como a hexocinase, fosfofrutocinase e piruvato cinase (Randle
et al.,, 1963). Esta inibicdo origina por sua vez a diminuicdo do transporte de glicose
estimulado por insulina (Frayn, 2003).

Num individuo com um metabolismo normal, niveis elevados de glicose no sangue
induzem a libertagdo de insulina através das células beta localizadas no péncreas. A
insulina provoca a absorcdo de glicose pelos tecidos sensiveis a insulina (musculo e
tecido adiposo), de modo a diminuir os niveis de glicose no sangue. As células beta
reduzem o output de insulina @ medida que os niveis de glicose diminuem para se
manterem constantes aproximadamente em 5 mmol/L (90 mg/dL). Numa pessoa que é
resistente a insulina, os niveis normais de insulina ndo apresentam o mesmo efeito no
controlo dos niveis de glicose no sangue. Quando os niveis de glicose se tornam muito
superiores aos normais, ocorre entdo diabetes tipo 2. Assim sendo, num estado de
resisténcia a insulina, ocorre uma diminuigcdo da utilizagcdo de glicose pelo musculo

esquelético (Simoneau et al., 1997).

-22 -



Capitulo | Introducéo geral

O aumento da entrada de acidos gordos para o tecido muscular leva a
acumulacdo de lipidos, producao de espécies reactivas de oxigénio e disfuncdo celular
(Hegarty et al., 2003; Bonen et al., 2004; Krebs & Roden, 2004). Assim sendo, um
elevado armazenamento intramuscular de triacilglicer6is é uma caracteristica de estados
de resisténcia a insulina e/ou de obesidade, tanto em animais como em humanos
(Goodpaster & Kelley, 2002; Hulver et al., 2003). Estas reservas lipidicas acabam por
competir com a glicose tal como um substrato oxidativo e/ou contribui para a sintese de
outras entidades derivadas de lipidos que interferem directamente com a transducédo de
sinalizacdo por parte da insulina (Shulman, 2000) (Figura 10). Deste modo, um aumento
dos niveis de &cidos gordos livres no plasma devido a uma dieta rica em gorduras
(Kraegen et al., 1986; Kim et al., 1996), origina uma diminuicdo da utilizacdo de glicose
afectando a oxidacéo de glicose e sintese de glicogénio no musculo esquelético (Roden
et al., 1996; Kim et al., 2000).
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Figura 10 - Oxidacdo incompleta de &cidos gordos origina stresse oxidativo e
medeia a resisténcia a insulina no musculo esquelético. Os &cidos gordos
circulantes atravessam a membrana plasmatica e sao armazenados como
triacilgliceréis (TG) ou transportados para a mitocondria por carnitina
palmitoiltransferase 1 (CPT1). Uma dieta rica em gorduras resulta em elevadas
velocidades de B — oxidacdo excedendo a capacidade do ciclo dos &cidos
tricarboxilicos (CAT) e cadeia transportadora de electrbes (CTE), resultando na
oxidacdo incompleta de acidos gordos e acumulacdo de acilcarnitinas na
mitocondria (adaptado de Watt & Hevener, 2008).
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A acumulacado net de lipidos no masculo esquelético obeso resulta do aumento da
captacado de 4cidos gordos pelo musculo e/ou uma diminuicdo da capacidade de oxidacao
lipidica. A capacidade oxidativa do musculo esquelético depende principalmente da
funcdo mitocondrial e a resultante inibicdo da capacidade de oxidacdo de &cidos gordos
esta fortemente relacionada com a sensibilidade a insulina (Simoneau & Kelley, 1997;
Petersen et al., 2004; Lowell & Shulman, 2005). Num estado de obesidade, a diminui¢ao
da capacidade do musculo esquelético para oxidar acidos gordos parece ser funcéo do
reduzido conteddo mitocondrial. Isto pode resultar da reducdo dos niveis de actividade
fisica em individuos obesos e da reducéo ou inibicdo da biogénese mitocondrial (Momken
et al., 2002; Nisoli et al., 2003; Sparks et al., 2005). E possivel que a diminuicdo dos
factores de transcricdo que regulam a biogénese mitocondrial seja responsavel pelo
fendtipo de obesidade como resultado de uma pré disposicdo genética e/ou um estilo de
vida sedentario. A entrada de acidos gordos para a mitocondria € regulada por uma
enzima, CPT1, de modo a evitar a acumulac¢éo de acidos gordos. Mas este sistema néo
evita a difusdo de &cidos gordos ndo metabolizados para o interior da mitocéndria. No
entanto, estes acidos gordos ndo podem ser oxidados devido a falta da acil-CoA sintetase
na matriz, sendo entdo incorporados na membrana mitocondrial interna onde se tornam
susceptiveis ao dano oxidativo. Estes peroxidos lipidicos originam dano oxidativo
mitocondrial, contribuindo para a diminuicdo da capacidade mitocondrial em pacientes
pré-diabéticos (Kelley et al., 2002). Assim, uma dieta rica em gorduras induz uma
disfung@o mitocondrial que esta associada com o aumento da producdo de ROS (Bonnard
et al., 2008). A disfuncdo mitocondrial pode provocar um mau funcionamento do tecido e
até mesmo graves desordens patolégicas. Deste modo, os tecidos que possuem elevadas
necessidades energéticas, como é o caso do musculo esquelético, sdo os mais afectados.

Anomalias mitocondriais associadas a obesidade e/ou diminuicdo da sensibilidade
a insulina, estao relacionadas com a diminuicdo da expressao e actividade de coactivador
la do receptor activado por proliferadores do peroxisoma gama (PGC-1a) (Mootha et al.,
2003; Patti et al., 2003; Lowell & Shulman, 2005; Sparks et al., 2005; Koves et al., 2008).
Também no musculo de pacientes diabéticos do tipo 2 e pré-diabéticos, se verifica uma
diminuicdo da expressdo de genes envolvidos na fosforilagdo oxidativa (Mootha et al.,
2003; Patti et al., 2003) (Figura 11).

A expresséo reduzida de PGC-1a e factor respiratério nuclear 1 (NRF-1), reducdes
da expressao de genes relativos ao ciclo de Krebs, enzimas da cadeia transportadora de
electrdes, deplecdo de DNA mitocondrial e reducdes da &rea e numero de mitocondrias,
contribuem para a desregulacao do metabolismo. Esta situacdo provoca a diminuicdo da
capacidade da fosforilacao oxidativa e origina um estado deficiente em energia no
musculo de pacientes pré diabéticos e diabéticos, em obesidade e condi¢cdes de dietas
ricas em gordura. Em animais sujeitos a dietas ricas em gordura, a reducao da biogénese
mitocondrial esta associada com uma diminui¢cdo do gasto energético e aumento do peso
corporal (Nisoli et al., 2003; Sparks et al., 2005).
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Figura 11 - Contribuigdo de PGC-1a para a expresséo e fenétipo de resisténcia a
insulina e diabetes do tipo 2 (adaptado de Patti et al., 2003).

Estudos realizados demonstraram que pacientes diabéticos do tipo 2 possuem
uma alteracdo morfolégica mitocondrial, o que inclui uma diminui¢cdo da area mitocondrial
e um elevado numero de mitocbndrias danificadas (Kelley et al., 2002). A érea
mitocondrial esta relacionada com a disponibilidade de glicose estimulada por insulina.
Estes pacientes também apresentam uma reducdo da expresséo de genes que codificam
enzimas chave do metabolismo oxidativo mitocondrial (Mootha et al., 2003; Patti et al.,
2003). A maioria destes genes estdo sob o controlo de PGC-1a, estando a sua expressao
diminuida no caso de diabetes do tipo 2 (Patti et al., 2003; Heilbronn et al., 2007; Mensink
et al., 2007). Em pacientes diabéticos e/ou com resisténcia a insulina, verifica-se uma
reducdo da funcdo mitocondrial (Phielix et al., 2008). Estudos realizados (Bonen et al.,
2004,Rolo & Palmeira, 2006; Bonnard et al., 2008) verificaram que 0 aumento da entrada
de acidos gordos para o musculo contribui para a acumulacdo de lipidos neste mesmo
tecido, aumentando deste modo o fluxo oxidativo mitocondrial, a produgcédo de ROS e a
disfunc&o mitocondrial.

A biogénese mitocondrial em situacdes nas quais as divisbes mitocondriais nao
estdo relacionadas com o ciclo celular, permite que as mitocondrias pré-existentes se
possam dividir sob o controlo das vias de sinalizacdo que culminam num aumento da
expressdo de genes respiratorios. E um processo complexo que necessita da sintese,
importacé@o e incorporacdo de proteinas e lipidos no reticulo mitocondrial, assim como a
replicacdo de DNA mitocondrial. Como o genoma mitocondrial apenas codifica 13
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proteinas essenciais da fosforilagao oxidativa, a comunicacao entre 0os genomas nuclear e
mitocondrial é essencial para a producdo de um organelo funcional e estrutural (Hock &
Kralli, 2009). A biogénese mitocondrial encontra-se sob o controlo de uma rede de
factores de transcricdo e coreguladores, que controlam a massa mitocondrial e a indugao
dos genes da fosforilagdo oxidativa, assim como as enzimas do metabolismo intermédio.
Esta regulacdo garante a transcricdo coordenada dos genomas nuclear e mitocondrial, a
sintese de lipidos e proteinas e a estequiometria de complexos proteicos com
multisubunidades numa cadeia respiratoria funcional. No entanto, uma inibicdo de
qualquer fase pode levar a um transporte anormal de electrbes e consequente
incapacidade para produzir ATP, originando um disturbio da homeostase energética.

O principal regulador da biogénese mitocondrial é PGC-1a (Puigserver &
Spiegelman, 2003). O PGC-1a interage com factores de transcrigdo de ligacdo de DNA o
gue é benéfico para a comunicagdo nucleo-mitocondria e integra a expressado de genes
nucleares num programa de biogenése mitocondrial (Puigserver et al., 1998; Lehman et
al., 2000; Clementi & Nisoli, 2005; Scarpulla, R.C., 2006). Os factores NRF1 e NRF2
ligam-se e activam a expressdo de varios genes nucleraes codificantes de proteinas
mitocondriais assim como o factor de transcricdo mitocondrial A (TFAM) que origina a
expressao de genes mitocondriais. O PGC-1a liga-se a NRF-1 e NRF-2 e coactiva a
expressao dos seus genes alvo (Scarpulla R.C., 2006). A estimulacdo de PGC-1a origina
0 aumento da massa e fungdo mitocondrial, deste modo, este &€ considerado o principal
regulador da biogénese mitocondrial. Varias vias de sinalizagéo regulam a expresséao de
PGC-1a que é mais elevada nos tecidos com elevada capacidade oxidativa como o
coracdo e o musculo esquelético (Puigserver et al., 1998; Weitzel et al., 2003). Proteina
cinase activada por AMP (AMPK) e sirtuina 1 (SirT 1) sao dois sensores metabdlicos que
afectam directamente a actividade de PGC-1a através da fosforilagdo e desacetilacdo
(Figura 12).

Em pacientes obesos e roedores geneticamente obesos com resisténcia a
insulina, a acumulagcdo excessiva de lipidos associa-se a anomalias na sinalizacdo de
AMPK (Chen et al., 2005). Contrariamente, o0 aumento da actividade de AMPK durante os
estados de maior utilizagdo energética (exercicio), induz a expressdo de PGC-1a (Zong et
al., 2002). A activagdo de AMPK resulta na indugdo de PGC-1a e na biogénese
mitocondrial no musculo esquelético (Zong et al., 2002; Canto et al., 2009). AMPK detecta
as deficiéncias energéticas celulares como o aumento da razao AMP/ATP. AMPK fosforila
PGC-1a e aumenta a sua actividade mas também activa outros factores de transcricao.
Finalmente, AMPK ¢ activada por outras hormonas e sinais que aumentam a biogénese e
funcdo mitocondrial como adiponectina, leptina, hormona da tir6ide, o que sugere que
AMPK desempenha uma funcdo central nas mdultiplas vias que regulam a biogénese
mitocondrial.
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Figura 12 - Activadores da expressdo de PGC-la. Em todos os casos, a
activacdo de PGC-1a induz a biogénese mitocondrial (adaptado de Wenz, 2009).

O NRF-1 é um factor de transcricdo ligado a um local regulador do promotor
citocromo c. Os locais de ligacdo de NRF-1 estdo conservados nos promotores de muitos
genes mitocondriais. E um factor de transcricdo que medeia a expressio de varios genes
nucleares que codificam proteinas mitocondriais, como por exemplo os factores
necessarios para a replicacdo e transcricdo de DNA mitocondrial inclusivé TFAM
(Virbasius & Scarpulla, 1994) e também subunidades dos complexos da cadeia
respiratoria (Scarpulla, R.C., 1997). PGC-1a interage com NRF-1 para activar os genes
envolvidos na cadeia respiratéria, maquinaria de importacdo mitocondrial e factores de
transcricdo de DNA mitocondrial, como o TFAM (Gleyzer et al., 2005; Scarpulla R.C.,
2006), coordenando assim o aumento da expressédo de genes mitocondriais nucleares
gue aumentam a expressao e replicagdo de DNA mitocondrial.

4 - A Berberina

Berberina € um produto natural com accdo hipoglicémica e que reduz o peso
corporal de animais obesos. A sua accao esta associada com o aumento da actividade de
AMPK, diminuicdo da expressdo de genes envolvidos na lipogénese e aumento da
expressao de genes envolvidos no gasto energético no tecido adiposo e musculo (Lee et
al., 2006; Zhou et al., 2008). A Berberina é um alcaloide (Figura 13), presente em imensas
plantas (Berberis vulgaris, Hydrastis canadensis, Coptis chinensis, Arcanglisia flava,
Berberis aquifolium e Berberis aristata).
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Figura 13 - Estrutura da Berberina.

Durante séculos, este produto tem sido utilizado na medicina tradicional chinesa,
principalmente no tratamento de infecgbes gastrointestinais (Birdsall et al., 1997) mas
além deste apresenta multiplos efeitos farmacolégicos sendo considerado como um
potencial candidato para o tratamento de varias doengas como doenca de Alzheimer (Zhu
& Qian, 2006; Asai et al., 2007), depressdo mental (Peng et al., 2007; Tarrago et al.,
2007), esquizofrenia (Kulkarni & Dhir, 2008), cancro (Jantova et al., 2003: Choi et al.,
2008), obesidade (Lee et al., 2006; Kim et al., 2009), diabetes (Yin et al., 2008; Zhang et
al., 2008).

A Berberina é considerada um agente anticolesterolémico pois reduz o contetdo
de colesterol total no soro, de triglicerideos assim como lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) em pacientes e ratinhos (Kong et al., 2004). Os seus efeitos devem-se ao aumento
do conteldo de receptor de lipoproteinas de baixa densidade (LDLR) no figado num modo
dependente de cinase regulada por sinal extracelular (ERK) e depende também da
activacdo de JNK (Lee et al., 2007). A Berberina possui a capacidade de inibir a sintese
de lipidos por activacdo da AMPK (Brusq et al., 2006). Varios estudos realizados
demonstraram uma reduc¢do do peso corporal, do contetdo de colesterol e triacilgliceréis
e da acumulacao de gordura no figado aumentando a sensibilidade a insulina em modelos
de animais com resisténcia a insulina (Brusq et al., 2006; Kim et al., 2009). A Berberina
exerce os seus efeitos por activagdo da AMPK em vérios tecidos, como o tecido adiposo e
0 musculo, que origina um aumento da oxidacdo de acidos gordos por aumento da
actividade de PPARa e PGC-1a e também diminui a lipogénese e adipogénese por
inibicdo de PPARYy (Lee et al., 2006).

Este composto exerce também alguns efeitos no metabolismo de glicose. Este
aumenta a entrada e consumo de glicose em hepatécitos (Yin et al., 2002; Yin et al.,
2008), miotubulos (Cheng et al., 2006) e adipécitos (Kim et al., 2007; Zhou et al., 2007).
Este aumento da entrada de glicose pela Berberina € independente da via da insulina
(Cheng et al., 2006; Zhou et al., 2007) e dependente da activacdo de AMPK (Cheng et al.,
2006). Estudos realizados por Ying e seus colaboradores demonstraram que o aumento
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do metabolismo de glicose ocorre devido a um aumento da glicélise que esta relacionada
com uma diminuicdo da oxidagc&o mitocondrial de glicose (Yin et al., 2008).
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Objectivos

Este trabalho teve como objectivo avaliar se o tratamento com este composto
(Berberina) pode possibilitar o desenvolvimento de novas aplicagdes farmacoldgicas em
pacientes obesos e diabéticos e também de estratégias que poderdo modular a
biogénese mitocondrial e assim melhorar o tratamento de doencas metabdlicas. Para
atingir esta finalidade, foi utilizado um modelo da patologia, um modelo de obesidade
induzida por dieta rica em gordura, de modo a avaliar se o tratamento oral com Berberina
modula ou ndo a biogénese mitocondrial.
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2.1 - Materiais

A mistura de inibidores de proteases (SigmaFAST) foi obtida da Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA). Os anticorpos anti-PGC-1 a, anti-AMPK e anti-p-AMPK foram
obtidos da Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, EUA; os anticorpos anti-TFAM e ATP
sintetase foram obtidos da Aviva Systems Biology, San Diego, CA, o anticorpo anti-Actina
foi obtido da Sigma-Aldrich, Inc., USA e os anticorpos anti-Complexo IV subunidade | e
anti-complexo 1V, subunidade IV foram obtidos da MitoSciences Inc, USA. Os marcadores
de peso molecular de proteinas foram obtidos da Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, EUA
enquanto que o WesternDot™ 625 Western Blot Kits foi obtido da Invitrogen, Ltd, UK. O
composto utilizado neste trabalho, a Berberina foi obtido da Sigma — Aldrich, INC (St
Louis, MO, USA).

Os restantes reagentes e compostos quimicos utilizados apresentavam o grau de
pureza comercialmente disponivel mais elevado.

Na preparagdo das solucdes utilizou-se agua desionizada ultrapura, filtrada
através do sistema Milli Q da Millipore (conductividade < 18 puS.cm™) reduzindo-se assim
a contaminacao por ides metalicos, ao maximo.

2.2 - Animais e dietas

Este trabalho foi realizado com animais da estirpe Sprague-Dawley, divididos em 3
grupos experimentais tendo sido alimentados com uma dieta rica em gordura durante 16
semanas de modo a desenvolver obesidade.

Os animais utilizados neste trabalho foram adquiridos a Charles River
Laboratories, Franca. Foram mantidos numa sala adequadamente ventilada, com ciclos
de luz/escuro com durac¢des de 12 horas, com temperatura controlada entre 22 e 24°C,
com acesso livre a comida e a agua (pH 5,5). O peso dos animais foi registado
semanalmente durante o periodo de tratamento e no momento do sacrificio.

Neste estudo foram adquiridos ratos da estirpe Sprague-Dawley, com 5 semanas
de idade e alimentados com dieta rica em gordura (High-Fat Diet) (animais HFD) ou dieta
controlo (animais controlo). Estas dietas (D12266B e 118754) foram adquiridas a
Research Diets, Inc, USA. Deste modo, os animais foram divididos em 3 grupos
experimentais:

1. Animais alimentados com dieta controlo durante 16 semanas (animais
controlo);
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2. Animais alimentados com dieta rica em gordura durante 16 semanas (animais
HFD);

3. Animais alimentados com dieta rica em gordura durante 16 semanas e que
receberam tratamento oral com Berberina (100 mg/Kg/dia) durante as ultimas 4
semanas (animais Berberina).

2.3 - Andlise dos parametros bioquimicos do plasma

Apbs o sacrificio dos animais, foram recolhidas amostras de sangue para analise
de vérios parametros bioquimicos. Para a separacao do plasma, as amostras de sangue
foram previamente centrifugadas a 2300 xg numa centrifuga de bancada durante 9
minutos. As andlises foram realizadas por intermédio de kits comerciais, no Laboratério de
Andlises Clinicas da Faculdade de Farmécia da Universidade de Coimbra.

2.4 — Determinagdo do conteudo de triglicerideos em tecido de musculo
esquelético

A determinacédo do conteudo de triglicerideos no tecido de musculo esquelético foi
realizada através de um método enzimatico colorimétrico Trigliceridos MR (Cromatest,
Barcelona, Espanha).

Este método baseou-se na hidrolise enzimatica de triglicerideos em glicerol e
acidos gordos livres através de uma lipoproteina lipase. O glicerol resultante foi fosforilado
em glicerol 3- fosfato (G-3-P) e ADP por accdo de ATP e na presenca de glicerol cinase
(GK). Posteriormente, G-3-p foi oxidado a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) e peréxido de
hidrogénio através da enzima glicerofosfato oxidase (GPO). Na presenca de peroxidase,
ocorreu a condensacéao de fenol e 4-aminoantipirina por accao de peréxido de hidrogénio,
formando-se uma coloracdo violeta proporcional a concentracdo de triglicerideos no
tecido de musculo esquelético.

Os triglicerideos foram extraidos do muasculo esquelético por homogeneizagéo de
cerca de 50 mg deste em 1mL de isopropanol. Posteriormente, centrifugou-se a 12.000 g,
recolhendo-se o sobrenadante. O sobrenadante contendo os triglicerideos foram entao
submetidos as reacdes enziméticas descritas anteriormente, permanecendo, de seguida,
a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente, a absorvancia das amostras
foi avaliada a 500 nm e a concentragdo em mg/dL foi retirada tendo em consideragdo um
padréo.

2.5 - Isolamento de mitocondrias de musculo esquelético de rato

A fraccdo mitocondrial foi isolada a partir do musculo esquelético de rato de
acordo com o método descrito por Palmeira e colaboradores com algumas modificacdes
(Bhattacharya et al., 1991; Palmeira et al. 1999) (Figura 14). Este processo foi realizado
com o material colocado em gelo granulado de modo a garantir a manutencdo de uma
temperatura baixa.
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1. Homogeneizagio
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3. Lavagem e Purificagao

10.000 xg S Sobrenadante
10 min (desprezado)

‘_ Fracgao mitocondrial
v (Ressuspensa num volume

minimo de meio de lavagem
— tipicamente 1mL)

Figura 14 - Representacdo esquematica do isolamento da fraccdo mitocondrial
de musculo esquelético de rato (adaptado de Palmeira, 1995).

O tecido muscular destinado ao isolamento mitocondrial, apds a remocao de todo
0 tecido gordo e tecido conectivo existente, foi transferido para uma caixa de Petri
contendo PBS (1.54 mM KH,PQO,, 155.17 mM NacCl e 2.71 Na,HPO,, pH 7.2). O tecido foi
finamente cortado e colocado durante 15 minutos em tripsina (TrypLE ExpresS GIBCO,
Invitrogen, Ltd, UK) e posteriormente transferido para um copo contendo meio de
homogeneizagéo frio (4°C), sendo constituido por sacarose 250 mM, EGTA 0.5 mM,
albumina sérica bovina deslipidada e HEPES 10 mM, pH 7,4. O tecido muscular foi lavado
varias vezes com meio de homogeneizacado. Seguidamente, este tecido foi colocado num
homogeneizador de vidro do tipo “Potter-Elvejhem” com um pistdo de teflon contendo
cerca de 10 volumes de meio, tendo sido homogeneizado com o pistdo rodando a 250
rpm obtendo-se no final uma suspensédo homogénea.

Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado a 800 xg durante 10 minutos
num rotor SS-34 e numa centrifuga refrigerada Sorvall RC-6, a temperatura de 4°C. Esta
centrifugacdo tem como finalidade a remocdo dos componentes mais densos do
homogeneizado (ndcleos, eritrécitos, células fragmentadas). Posteriormente, o
sobrenadante foi decantado para novos tubos de centrifuga com o cuidado de néo existir
contaminacdo com as particulas sedimentadas. Este sobrenadante, diluido com meio de
homogeneizagéo, foi centrifugado a 10 000 xg durante 10 minutos, de modo a obter-se a
fraccdo mitocondrial. O sedimento foi cuidadosamente ressuspenso com a ajuda de um
pincel e num pequeno volume de meio de lavagem, constituido por sacarose 250 mM e
HEPES 10 mM, pH 7,4, diluido em cerca de 40 mL deste mesmo meio, sendo
seguidamente colocado em novos tubos de centrifuga. Realizou-se uma nova
centrifugac@o a 10 000 xg durante 10 minutos. ApGs a remocao da camada superior do
sedimento de modo a eliminar as mitocondrias danificadas e o excesso de matéria gorda,
este procedimento foi repetido. No fim desta operacéo, a fraccdo mitocondrial purificada
foi cuidadosamente ressuspensa em cerca de 1-2 mL de meio de lavagem e colocada em
eppendorfs de 1,5 mL, mantidos em gelo granulado durante o periodo de ensaios com o
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material fresco. Os ensaios com o material fresco decorreram durante as primeiras 6
horas ap0s o processo de isolamento.

2.6 - Determinacdo da concentracdo de proteina mitocondrial

O conteudo de proteina mitocondrial foi determinado através do método
colorimétrico do Biureto (Gornall et al.,, 1949). Uma pequena amostra de preparacdo
mitocondrial (50 pL) foi solubilizada através da adicdo de 50 pL de DOC a 10%. Foi
adicionada agua desionizada (500 L), 50 puL de meio de lavagem e, em seguida, 2 mL de
reagente de biureto. Prepararam-se padr6es de albumina sérica bovina (0; 1; 1,5 e 2
mg/mL) partindo de um stock de 0,4%, tendo sido adicionada agua desionizada
perfazendo um volume final de 0,5 mL. Seguidamente, foram adicionados 50 uL de meio
de lavagem, 50 uL de DOC 10% e, por fim, 2 mL de reagente de biureto. Através de um
vortex, os tubos foram sujeitos a agitacdo e colocados, durante 10 minutos, a uma
temperatura de 37 °C. Posteriormente, determinou-se a absorvéncia dos padrées e das
amostras num espectrofotdmetro Thermo, série HeAios Y.

2.7 - Avaliagdo do potencial transmembranar nas mitocéndrias

O potencial transmembranar mitocondrial (AYW) foi determinado com base na
monitorizacdo da acumulacdo e libertacdo do catido lipofilico tetrafenilfosfonio (TPP*).
Assim, utilizou-se um eléctrodo selectivo para TPP* como o descrito por Kamo e
colaboradores (Kamo et al., 1979). Este eléctrodo foi preparado no nosso laboratério e
utilizou-se um eléctrodo de referéncia de Ag/AgCl. Nas mitocéndrias, a entrada de TPP*
foi avaliada através do decréscimo da sua concentracdo e do registo do potencial do
eléctrodo (Figura 15).
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Figura 15 - (A) Esquema do sistema de montagem do eléctrodo de TPP*. Entre o
electrémetro e o registador situa-se a caixa compensadora de potencial. (B)
circuito eléctrico da caixa compensadora do potencial basal. R;, 10 KQ, R,, 1 KQ,
I, inversor, C, condensador de 100 pF. (C) Eléctrodo de TPP*. A membrana
sensivel a TPP* é constituida por um filme de cloreto de polivinilo usando o
tetrafenilborato como contra-ido. O eléctrodo fornece uma resposta que segue a
equacao de Nernst até a diminuicdo da concentracdo de TPP* para 107° ou 1077
M. a diferenca de potencial entre os dois eléctrodos é determinada por um
electrémetro de alta impedancia (adaptado de Palmeira, 1995).

A diferenga de potencial gerada entre o eléctrodo de referéncia e o selectivo foi
determinada por um electrometro Jenway (modelo 3305) sendo o sinal debitado num
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registador Kipp & Zonen, apds atravessar um circuito de compensacao de voltagem basal
(Madeira, 1975).

Foram utilizados apenas os eléctrodos que apresentaram uma correlacdo linear
com o algoritmo da concentracdo de TPP*, com uma inclinacdo de 59 + 1, ou seja, com
uma inclinacdo semelhante a prevista pela equacao de Nerst.

As reaccbes ocorreram numa camara de reaccdo aberta, a 25°C, com agitacéo
magnética continua e em 1 mL de meio de respiracdo (sacarose 130 mM, KCI 50 mM,
KH,PO, 5 mM, MgCl, 5 mM, HEPES 5 mM e EDTA 50 uM, pH 7,4) suplementado com 3
UM de TPP*. Esta concentracdo de TPP+ foi utilizada nos ensaios porque permite uma
elevada sensibilidade nas determinacfes, isto na auséncia de efeitos toxicos na
mitocondria (Jensen & Gunter, 1984; Wingrove & Gunter, 1985).

Os ensaios foram realizados com 1 mg de proteina e na presenca de substratos
respiratorios (succinato 5 mM). Os ensaios com succinato decorreram na presenca de
rotenona 3 pM (inibidor especifico do Complexo I) de modo a evitar a contribuigdo do
complexo | devido a utilizacdo de possiveis substratos enddgenos. A energizacdo das
mitocéndrias resultou no desenvolvimento de AW e na tomada de TPP+ pelas
mitocondrias.

O AV foi determinado de acordo com a equagéo (25°C):
AY¥ (mV) = 59 log (v/V) — 59 log (10°¥° — 1),

de acordo com Kamo e colaboradores (Kamo et al., 1979) e Muratsugu e colaboradores
(Muratsugu et al., 1977). Na equacao, v,V e AE representam, respectivamente, o volume
mitocondrial, o volume do meio de incubagdo e a deflexdo do potencial do eléctrodo
desde a linha basal. De acordo com Masini e colaboradores (Masini et al., 1984),
assumiu-se um volume matricial de mitocdndrias de 1,1 uL/mg de proteina. Dado que nos
ensaios realizados estdvamos interessados na determinacdo das alteragcdes na
determinacdo das alteracBes relativas dos potenciais e ndo nos valores absolutos, ndo
foram realizadas correc¢des devidas a contribuicdo da ligacdo passiva de TPP* a
membrana mitocondrial. No entanto, prevemos que os valores de AW aqui apresentados
estejam avaliados por excesso. O valor da lag phase foi determinado de acordo com a
medi¢do do tempo decorrido desde o inicio do ciclo fosforilativo (que coincide com a
adicdo de ADP) até ao seu final (restabelecimento do potencial de repouso).

2.8 - Determinacdo do consumo de oxigénio em preparacfes mitocondriais

O consumo de oxigénio foi avaliado polarograficamente através de um eléctrodo
do tipo desenvolvido por Clark em 1956, de modo a determinar o nivel de oxigénio em
amostras de sangue. O eléctrodo de oxigénio € uma célula electroquimica constituida por
dois eléctrodos: um eléctrodo de platina e um anodo de prata que se encontram imersos
num electrolito (Figura 16).
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Figura 16 - Eléctrodo de oxigénio de Clark. O eléctrodo de Pt é polarizado
negativamente em comparacao com o eléctrodo de Ag. A nivel do catodo de Pt,
a velocidade de reducgéo do O, é proporcional a concentracdo do O, dissolvido
no meio (adaptado de Palmeira, 1995).

Nos sistemas de eléctrodos de oxigénio, normalmente é utilizada uma solugéo de
KCI 50% saturada. A aplicagdo de voltagem polarizante ioniza o electrdlito iniciando um
fluxo de corrente através de uma série de reacgdes electroquimicas. No decorrer destas
reacgOes electroquimicas ocorre consumo de oxigénio, deste modo, a magnitude do fluxo
de corrente relaciona-se com a concentracao de oxigénio existente no meio circundante.
Quando o electrdlito é KCI, ocorrem as seguintes reacgoes:

Equacdo A: Ag — Ag*+e

v

Ag*+ Cl- — AgCl

EquacdoB: O, + 2H,0 +2e~ —» H,0, + OH"

v

H,O, + 2e- —» 20H"

O consumo de oxigénio nas preparacfes mitocondriais frescas foi avaliado num
eléctrodo do tipo Clark (Estabrook, 1967) ligado a um registador Kipp & Zonen através de
uma caixa de voltagem desenvolvida no laboratério (Figura 17) e a calibracdo do
eléctrodo foi realizada de acordo com o que foi descrito anteriormente (Rickwood et al.,
1987). Os ensaios foram realizados numa céamara de reacg¢do fechada, a 25°C,
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termostatizada e num volume de 1,3 mL de meio de respiracao (sacarose 130 mM, KCI 50
mM, KH,PO, 5 mM, MgCl, 5 mM, HEPES 5 mM e EDTA 50 uM, pH 7,4), suplementado
com 0,5 mg de proteina. Ao longo dos ensaios, a suspensdo mitocondrial foi sujeita a
agitacdo magnética continua através de um pequeno magnete inserido na camara. A
respiracdo mitocondrial foi iniciada através da adicdo de succinato 5 mM que é um
substrato respiratorio. Nas experiéncias com succinato, o0 meio de reaccao foi
suplementado com rotenona 3 uUM. Apés o registo do consumo de oxigénio induzido pela
adicdo do substrato respiratorio, foram adicionadas 200 nmoles de ADP desencadeando,
deste modo, o estado respiratorio 3. Quando o ADP adicionado foi totalmente fosforilado a
ATP, a respiracdo voltou a assumir uma velocidade mais lenta, este estado é designado
de estado respiratorio 4. Os estados respiratorios foram determinados de acordo com
Chance e Williams (Chance & Williams, 1956). O ICR (indice de controlo respiratorio) foi
avaliado pelo quociente entre o estado respiratério 3 e 0 4 sendo usado como critério de
integridade mitocondrial.

De acordo com Estabrook (Estabrook, 1967), determinou-se o quociente entre o
ADP adicionado e o oxigénio consumido para fosforilar o ADP adicionado sendo este
parametro designado por ADP/O.

A respiracdo mitocondrial foi também avaliada na presenca de oligomicina 1 pg/mg
de proteina (condi¢cdes nao fosforilativas) sendo este um inibidor especifico da ATP
sintetase. Este parametro é designado por V Oligomicina. Na presenca de FCCP 2 uM
adicionado apo0s o registo do consumo de oxigénio na presenca de oligomicina avaliou-se
a taxa maxima de respiracdo mitocondrial dissociada de fosforilacdo (respiracao
desacoplada, referida como V FCCP). O FCCP é um protondéforo que estimula a cadeia
respiratdria, dado que este permeabiliza a membrana mitocondrial a protfes.
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Figura 17 - (A) Cémara de reaccdo fechada termostatizada, usada na
determinagcdo do consumo de oxigénio nos ensaios de avaliagcdo da actividade
enzimética. De modo a evitar a difusédo de O, do ar para 0 meio e vice-versa, 0
meio de reacgéo estaisolado da atmosfera. As adi¢gbes foram realizadas através
de uma microsseringa que penetra um pequeno orificio na tampa da camara. A
rapida estabilizac&@o térmica da camara é permitida devido a continua circulacéo
de agua em torno da camara proveniente do banho térmico. (B) Diagrama do
circuito eléctrico do sistema de controlo do eléctrodo de O,. A polarizacdo do
eléctrodo é de 0.71 V (situa-se dentro da gama de valores para os quais a
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intensidade de corrente do eléctrodo é proporcional a actividade do O, dissolvido
no meio) que é obtida devido a um circuito divisor da tensao (adaptado de
Palmeira, 1995).

2.9 - Deteccdo da inducdo da permeabilidade transitéria mitocondrial

A susceptibilidade de mitocondrias de muasculo de rato a inducdo da
permeabilidade transitéria mitocondrial foi determinada de acordo com o entumescimento
mitocondrial induzido devido a acumulacdo de calcio nas mitocdndrias. Este parametro foi
avaliado através de mudangas na dispersdo da luz que foram monitorizadas
espectrofotometricamente a 540 nm como descrito previamente (Palmeira & Wallace.,
1997). A constituicdo do meio de reaccéo foi sacarose 200 mM, KH,PO, 1 mM, EGTA 10
UM e HEPES 10 mM, pH 7,4 e este meio foi posteriormente suplementado com succinato
5 mM e rotenona 3 UM. A reaccdo ocorreu num volume de 2 mL de meio de reaccdo a
uma temperatura constante de 25°C tendo sido iniciada com a adicdo de 1 mg de
suspensdo mitocondrial. Foi adicionada uma concentracdo de Ca?* (como referido nos
registos) apos um breve periodo de reac¢do. Nos ensaios indicados, a reac¢do decorreu
na presenca de ciclosporina A 1uM (CyA) de modo a comprovar que o entumescimento
mitocondrial ocorreu devido a inducdo da PTM dado que CyA é um inibidor especifico da
permeabilidade transitoria mitocondrial (Broekemeier et al., 1989).

2.10 - Determinagdo do conteudo em proteinas em tecido do musculo
esquelético

O conteudo proteico em proteinas AMPK, p-AMPK, actina, TFAM, PGC - 1q,
citocromo c oxidase subunidade | (COX 1), citocromo c oxidase subunidade IV (COX IV) e
ATP sintetase foi avaliado por “western blot”.

O tecido de musculo esquelético congelado foi homogeneizado em tampao de lise
(Tris-HCI 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton x — 100 1%, desoxicolato de
sédio 1%, SDS 0,1% e inibidores de proteases) num homogeneizador de vidro a 4°C.
Seguidamente, o homogeneizado foi centrifugado duas vezes a 10 000 xg durante 10
minutos e a 4°C tendo sido recolhido o sobrenadante. O contetdo proteico foi
determinado pelo ensaio de Bradford como descrito por Bradford (Bradford, 1976)
calibrado com albumina do soro bovino. As amostras de proteina (50 pg) foram
homogeneizadas em Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA) e
desnaturadas a 100°C durante 5 minutos. De seguida, as aliquotas foram separadas num
gel de poliacrilamida 10%, num sistema de electroforese Mini-Protean (Bio-Rad
Laboratories Inc., CA, USA) a 100 V, durante 1 hora e 30 minutos, utilizando um tampéao
constituido por Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1% (w/v), pH 8,3 (Bio-Rad
Laboratories Inc., CA, USA).

As proteinas foram electrotransferidas para membranas de PVDF (Hybond™ — P),
a 100V, durante 1 hora e 30 minutos com tampao de transferéncia constituido por Tris 25
mM, glicina 192 mM e 20% de metanol, pH 8,3 (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA) sob
agitacdo magnética. A transferéncia ocorreu num sistema Mini Trans-Blot (Bio-Rad
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Laboratories, Inc., CA, EUA) que foi colocado num recipiente com gelo (de modo a
dissipar o calor produzido).

Seguidamente, as membranas foram lavadas em TBS-T (Tris-HCI 25 mM (pH 7.6)
e NaCl 150 mM) e posteriormenteincubadas com tampéo de bloqueio TBS-T com Tween-
20 (1%) e leite 5% (Blotting Grade Blocker non-fat dry milk, Bio-Rad Laboratories, Inc, CA,
EUA) durante uma hora a temperatura ambiente.

Apo6s o bloqueio, as membranas foram novamente lavadas em TBS-T durante 5
minutos e depois incubadas com os anticorpos anti-AMPK (sc-25792), anti-p-AMPK (sc-
33524-R), anti-PGC-1a (sc-13067), anti-TFAM (ARP36993 P050), anti-complexo [V
subunidade | (MS404), anti-complexo IV subunidade IV (MS407), anti-ATP sintetase
(ARP48185_T100) e anti-actina (A5441), contra a forma desnaturada das proteinas. As
diluicdes dos anticorpos foram 1:1000, 1:1000, 1:250, 1:2000, 1:1000, 1:10.000,
respectivamente, em TBS-T suplementado com leite em pd 5%. A incubacao foi realizada
durante a noite, com agitacdo e a 4°C. Posteriormente, as membranas foram lavadas com
TBS-T (3 lavagens de 15, 10 e 5 minutos) e incubadas a temperatura ambiente e com
agitacdo, durante 1 hora, com os anticorpos Biotin-XX goat anti-mouse (B2763) e Biotin-
XX goat anti-rabbit (B2770) da Invitrogen, Ltd, UK na diluigho recomendada no
WesternDot™ Goat Anti-Mouse Kit e WesternDot™ Goat rabbit Kit em TBS-T
suplementado com leite em pé 5%.

Finalmente, as membranas foram lavadas com TBS-T (3 lavagens de 15, 5e 5
minutos) e incubadas com o Qdot® 625 streptavidin conjugate do westernDot kit. A
fluorescéncia foi detectada através da utilizacdo de um sistema VersaDoc 1300 Series,
Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, EUA. Foi possivel determinar se a marcacdo proteica foi
especifica através da banda dos marcadores de peso molecular, verificando deste modo
se a banda da proteina marcada correspondia ao peso molecular referido para a mesma.

A andlise densitométrica das bandas foi realizada através do programa Image J.

2.11 - Andlise e tratamento estatistico dos resultados

Os dados foram apresentados sob a forma de média + SEM (erro-padréo da
média) do numero de ensaios referido nas respectivas figuras, tendo sido cada uma
obtida através de um animal diferente e analisada em duplicado. A analise estatistica foi
realizada com o auxilio do Teste t para amostras emparelhadas, utilizando-se para esta
finalidade o programa Windows Excel. Um valor de p<0.05 foi considerado como
estatisticamente significativo para todos 0s ensaios, por comparagao entre 0s animais em
estudo e o respectivo controlo.

- 46 -









Capitulo Il

Resultados

3 - Caracterizagdo do modelo animal

3.1 — Pesos

Ao longo de 12 semanas de alimentacdo com dieta rica em gordura, 0s animais
do grupo HFD apresentaram um aumento do peso corporal mais elevado do que os
respectivos controlos (Figura 18).

700
600
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Peso (g)

e

=—¢— Controlo
HFD

5 9 12

Semanas

Figura 18 - Variagdo do peso total dos animais ao longo de 12 semanas. Os
valores apresentados sdo médias + SEM (n=5) de animais alimentados durante
12 semanas com dieta rica em gordura (HFD) e animais controlo. Valores
estatisticamente significativos: *p <0.05 relativamente aos respectivos animais

controlo.

Durante as 4 semanas de tratamento oral com Berberina, foi também avaliada a
variacdo de peso corporal dos animais (Figura 19).
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Figura 19 - Variagcdo do peso total dos animais apds 4 semanas de tratamento
oral com Berberina. Os valores séo apresentados como médias + SEM (n=5)
de animais alimentados com dieta rica em gordura (HFD) e tratamento com
Berberina (Berberina). Valores estatisticamente significativos: *p <0.05
relativamente aos animais controlo e “p <0.05 comparativamente aos animais
HFD

Apos 4 semanas do tratamento oral com Berberina, os animais (grupo Berberina)
apresentaram peso corporal estatisticamente inferior ao dos animais HFD (Figuras 19 e
20).

Figura 20 - Imagens dos animais apés as 16 semanas com alimentagao rica em
gordura e 4 semanas de tratamento oral com Berberina. (A) animais controlo e
HFD e (B) animais HFD e Berberina.
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Ap6s a morte e dissecacdo dos animais, verificou-se que os animais HFD
apresentavam mais gordura na cavidade abdominal e também nos musculos
relativamente aos animais controlo e Berberina (Figura 21).

Figura 21 - Aspecto da cavidade abdominal dos animais. (A) Animal controlo,
(B) animal HFD e (C) animal Berberina. As imagens foram captadas ap6s o
sacrificio dos animais.

3.2 - Parametros bioquimicos do plasma

O sangue para a analise de varios parametros bioquimicos foi recolhido logo apés
o sacrificio dos animais. Como descrito na Tabela |, os pardmetros bioquimicos do
plasma evidenciaram diferencas estatisticamente significativas nos niveis de glicose,
colesterol, triglicerideos e fosfolipidos nos animais Berberina relativamente aos animais
HFD. Os niveis de glicose, colesterol, triglicerideos e fosfolipidos nos animais Berberina
foram estatisticamente inferiores aos animais HFD.
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Tabela | — Pardmetros bioquimicos do plasma sanguineo dos animais

Glicose Triglicerideos Creatinina Fosfolipidos

Aninals 1306 +5.48 10411+2078  0.52+0.01 1242 £1063
Controlo

Animais HFD 14867 +9.16 9489 +9.66 0.55+0.02 1585 +9.40

Animais 11483 +4.00 4433+575%  055+003 11683 +7.78%
Berberina

Nota: Os valores apresentados sdo médias + SEM (n=6) de animais
alimentados com dieta rica em gordura durante 16 semanas (animais HFD) e
com tratamento oral com Berberina durante 4 semanas (animais Berberina). O
sangue dos animais dos trés grupos experimentais (controlo, HFD, Berberina)
foi reclhido imediatamente apés o sacrificio as 16 semanas. Valores
estatisticamente significativos: * p < 0.05 comparado com 0 respectivo grupo
controlo e * p < 0.05 comparado com o grupo HFD.

3.3 — Conteudo em triglicerideos em tecido do musculo esquelético

No mdusculo esquelético de animais alimentados com dieta rica em gordura,
guantificou-se a acumulagéo de gordura através da analise do conteddo em triglicerideos
no tecido de musculo esquelético. Os animais HFD apresentavam apos 16 semanas de
alimentacdo com dieta rica em gordura, valores de triglicerideos muito superiores aos
animais controlo (Figura 22). Isto indica que ocorreu uma acumulacao de triglicerideos no
musculo esquelético nestes animais. Nos animais Berberina, o contetido em triglicerideos
foi inferior em relag&o aos animais HFD mas superior aos animais controlo.
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Figura 22 — Contetdo em triglicerideos do tecido de musculo esquelético,
expresso em mg triglicerideos/dL. Os valores apresentados sdo médias + SEM
(n=4) de animais alimentados com dieta rica em gordura durante 16 semanas
(animais HFD) e animais que receberam tratamento oral com Berberina
durante 4 semanas (animais Berberina). Os triglicerideos foram extraidos do
tecido do muisculo esquelético com isopropanol e a quantificacdo executada
como descrito no Capitulo 1l — Materiais e Métodos. Valores estatisticamente
significativos: * p < 0.05 comparado com o respectivo controlo.

3.4 - Bioenergética mitocondrial

3.4.1 - Potencial transmembranar

As variagdes do potencial transmembranar (AW) associadas com a respiragao e
com o ciclo fosforilativo em mitocondrias isoladas de musculo esquelético de animais
controlo, animais obesos (HFD) e animais obesos aos quais foi administrada Berberina
(Berberina) (Tabela Il e Figura 23), foram analisadas de modo a verificar as alteragbes
no metabolismo energético mitocondrial induzidas pela acumulac¢éo de gordura muscular
(HFD) e por tratamento oral com Berberina (Berberina).

De acordo com os resultados, o AW desenvolvido na presenca de succinato
(utilizado como substrato respiratorio) é significativamente inferior nos animais HFD
relativamente aos animais controlo (Tabela II).
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Tabela Il — AY e “lag phase” mitocondriais no modelo de obesidade induzida por
dietarica em gordura (HFD) e ap6s tratamento com Berberina (Berberina)

Succinato
Controlo HFD Berberina
Potencial inicial 104 44 + 318 18117 + 337" 19143 + 4 99*
(-mVv)
Despolarizacédo 30734212 2560 +224 2899 +389
(mVv)
Repczﬁ]r{f?cao 184.04 +4 50 174.09 + 367 186.90 + 5 80*
Lag phase (s) 57.90 +6.51 116.62 £ 15.66* 71.70 £15.14%

Nota: Os dados estdo apresentados como as médias + SEM (n=5) para as
mitocéndrias do musculo esquelético isoladas de animais HFD e Berberina e
respectivos controlos, tendo sido os ensaios realizados em duplicado. Como
descrito no Capitulo Il — Materiais e Métodos, o potencial transmembranar foi
determinado através da utilizagcdo de um eléctrodo de TPP*. Os ensaios foram
realizados a 25°C em 1 mL de meio (sacarose 130 mM, KCI 50 mM, MgCl, 5
mM, KH,PO, 5 mM, EDTA 50 uM e HEPES 5 mM, pH 7,4) suplementado com
3 UM TPP* e rotenona 3 uM. As mitocéndrias (1 mg) foram energizadas com
succinato 5 mM tendo sido induzida a fosforilagdo com 200 nmol de ADP.
Valores estatisticamente significativos: * p<0.05 comparado com 0 grupo
controlo e #p<0.05 relativamente ao grupo HFD.

A diminuicdo no AW induzida pela adicdo de ADP nos animais HFD esta
relacionada com a energia utilizada pela ATP sintetase para fosforilar a quantidade de
ADP que foi adicionada. A cinética do funcionamento do ciclo fosforilativo nos animais
HFD estava também alterada dado que a despolarizac¢éo induzida pela adigcdo de ADP foi
inferior nestas mitocondrias (Tabela IlI) relativamente aos animais controlo. A
repolarizagéo (recuperagao do valor inicial de AW) também estava afectada nestes
animais.

Nos animais Berberina, a anadlise das flutuagbes do AW associadas ao ciclo
fosforilativo e a respiracéo indicou que as mitocondrias isoladas do musculo esquelético
apresentavam um comportamento semelhante ao das mitocdndrias dos animais controlo
(Tabela 11). Deste modo, verificou-se um aumento de AW, da despolarizagdo e também
da repolarizagdo comparativamente aos animais HFD (Tabela Il), o que indica que estes
parametros nestes animais ndo estavam alterados.
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Figura 23 - AlteragBes no potencial transmembranar mitocondrial no modelo de
obesidade induzida por dieta (HFD) e Berberina. Como descrito no Capitulo 1l —
Materiais e Métodos, o potencial transmembranar foi determinado através da
utilizagdo de um eléctrodo de TPP*. Os ensaios foram realizados a 25°C em 1
mL de meio (sacarose 130 mM, KCI 50 mM, MgCl, 5 mM, KH,PO, 5 mM, EDTA
50 uM e HEPES 5 mM, pH 7,4) suplementado com 3 uM TPP* e rotenona 3
MM. As mitocbndrias (1 mg) foram energizadas com succinato 5 mM tendo sido
induzida a fosforilagdo com 200 nmol de ADP. Estes tracos representam os
registos obtidos a partir de dez ensaios independentes nos quais foram
utilizadas cinco preparac¢des mitocondriais diferentes de animais controlo, HFD
e Berberina.

Relativamente ao tempo de espera que precede a repolarizagédo, ou seja, a “lag
phase” (paradmetro indicador da actividade do sistema fosforilativo), demonstrou-se
superior nos animais HFD (Tabela Il e Figura 23) indicando, deste modo, uma menor
eficiéncia do sistema fosforilativo relativamente aos animais controlo. Ja& nos animais
Berberina, este parametro revelou-se inferior comparativamente aos animais HFD.
Adicionalmente, o valor da “lag phase” nestes animais foi relativamente proximo ao dos
animais controlo, ou seja, houve uma recuperacao de eficiéncia fosforilativa.
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Figura 24 - Efeito da dieta rica em gordura e do tratamento oral com Berberina
na “lag phase” mitocondrial na presenga de succinato. As mitocondrias foram
isoladas de musculo esquelético de animais controlo, HFD e Berberina. Os
resultados sdo representados como médias + SEM (n=5), tendo sido os
ensaios realizados em duplicado. Como descrito no Capitulo 1l — Materiais e
Métodos, a “lag phase” foi avaliada através da utilizagdo de um eléctrodo de
TPP*. Os ensaios foram realizados em 1 mL de meio (sacarose 13mM, KCI 50
mM, MgCl, 5 mM, KH,PO, 5 mM, EDTA 50 pM e HEPES 5 mM, pH 7,4),
suplementado com 3 uM TPP*, a 25°C. Nestes ensaios, 0 meio de reacc¢éao foi
suplementado com rotenona 3 UM e as mitocéndrias (1 mg) energizadas com
succinato 5 mM. A fosforilagdo foi induzida com 200 nmol de ADP. Valores
estatisticamente significativos: *p <0.05 relativamente aos animais controlo e #p
<0.05 comparativamente aos animais HFD.

3.4.2 - Respiragcao mitocondrial

Foi determinada a respiracdo mitocondrial em estado 3, estado 4 e ICR (indice de
controlo respiratério) de modo a avaliar as alteragBes na cadeia respiratoria e no sistema
fosforilativo provocadas pela obesidade induzida por dieta rica em gordura e por
tratamento com Berberina. O substrato respiratorio utilizado para a avaliacdo desta
capacidade foi o succinato e os resultados obtidos estdo representados na Tabela Ill.
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Tabela Ill- Respiracdo mitocondrial no modelo de obesidade induzida por dieta rica
em gordura (HFD) e tratamento com Berberina (Berberina)

Succinato
Controlo HFD Berberina
Bilado: 200.95 + 23.68 137.44 + 14.04° 22620 +30.19*
(natoms O/min/mg proteina)
Estado 4
(natoms O/min/mg proteina) 6281 +514 4261 +4.80° 70.49 £8.70%
ICR 328+0.38 270+0.19 329+0.30
Viblgonicux 5249 + 466 30.30 +3.29* 42.38 +2.34%
(natoms O/min/mg proteina)
VEeer 207.31 +12.89 113.54 + 10.81% 256.73 + 61.42%

(natoms O/min/mg proteina)

Nota: Os dados estdo apresentados como as médias + SEM (n=5) para
mitocondrias do musculo esquelético isoladas de animais HFD e Berberina e
respectivos controlos, tendo sido os ensaios realizados em duplicado. As
velocidades de respiracdo mitocondrial sdo indicadas como nanoatomos de
O/min/mg de proteina. Como descrito no Capitulo Il — Materiais e Métodos, o
consumo de oxigénio foi determinado polarograficamente, tendo sido os
ensaios realizados a 25°C em 1,3 mL de meio (sacarose 130 mM, KCI 50 mM,
MgCl, 5 mM, KH,PO, 5 mM, EDTA 50 pM e HEPES 5 mM, pH 7,4)
suplementado com rotenona 3 pM. As mitocdndrias (0.5 mg) foram energizadas
com succinato 5 mM. O estado 3 respiratério foi induzido com 200 nmol de
ADP. Valores estatisticamente significativos: *p <0.05 comparativamente com o
grupo controlo e #p <0.05 relativamente ao grupo HFD.

Nas mitocondrias de musculo esquelético de animais HFD, os estados 3 e 4
respiratorios revelaram-se estatisticamente inferiores e os valores de ICR foram inferiores
relativamente aos dos animais controlo (Tabela Il e Figura 25). Relativamente aos
animais Berberina, os valores dos estados 3 e 4 respiratérios foram estatisticamente
superiores e o0s valores de ICR foram também superiores comparativamente aos animais
HFD, como indicado na Tabela Ill e Figura 25. Concluimos que estes parametros séao
relativamente préximos aos dos animais controlo, ndo havendo diferencas estatisticas
entre estes.
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Figura 25 - Efeito da alimentacéo rica em gordura (HFD) e tratamento oral com
Berberina (Berberina) no indice de controlo respiratério (ICR), avaliado na
presenca de succinato. As mitocdndrias foram isoladas a partir do musculo
esquelético de animais controlo, HFD e Berberina. Os dados s&o apresentados
como as médias + SEM (n=5) e os ensaios foram realizados em duplicado.
Como descrito no Capitulo Il — Materiais e Métodos, o consumo de oxigénio foi
avaliado polarograficamente.

O FCCP é um protonéforo que permeabiliza a membrana mitocondrial a protdes,
0 que resulta numa estimulacdo da cadeia respiratéria a taxas maximas de consumo de
oxigénio. Na presenca de succinato, a estimulagdo da respiragcdo mitocondrial com o
desacoplador FCCP em condicBes ndo fosforilativas apresentou-se estatisticamente
inferior nos animais HFD em relagdo aos animais controlo (Tabela Il e Figura 26). A
observacdo de que, na presenca de FCCP, a respiragcdo mitocondrial foi inferior nos
animais HFD relativamente aos animais controlo, juntamente com os decréscimos do
estado 3 respiratorio, sugeriu a existéncia de alteracbes ao nivel da cadeia
transportadora de electrdes.

Nos animais Berberina, este parametro revelou-se estatisticamente superior
relativamente ao dos animais HFD (Tabela Il e Figura 26).
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Figura 26 - Efeito da alimentacdo com dieta rica em gordura (HFD) e
tratamento oral com Berberina (Berberina) na respiracdo mitocondrial na
presenca de succinato: estado 3 e V FCCP. As mitocondrias foram isoladas a
partir do masculo esquelético de animais controlo, HFD e Berberina. Os dados
sdo apresentados como as médias + SEM (n=5) e os ensaios foram realizados
em duplicado. Como descrito no Capitulo Il — Materiais e Métodos, 0 consumo
de oxigénio foi avaliado polarograficamente. As velocidades de respiracdo
mitocondrial sdo referidas como nanoatomos de O/min/mg de proteina. Os
valores estatisticamente significativos: * estado 3 e * V FCCP dos animais HFD
comparativamente aos animais controlo, & estado 3 e * V FCCP dos animais
Berberina relativamente aos animais HFD, p <0.05 comparado com o
respectivo grupo de animais.

3.4.3 - Inducéo da permeabilidade transitoria mitocondrial

Através da determinacdo do entumescimento mitocondrial induzido pela
acumulagdo de calcio nas mitocondrias foi avaliada a susceptibilidade a inducdo de PTM
de mitocondrias do musculo esquelético de animais alimentados com dieta rica em
gordura (HFD) e apos tratamento com Berberina (Berberina) (Figura 27).

-59 -



Capitulo Il Resultados

0,75
Controlo
07 \
T
c
S 065
0
=
(+]
{ =1
“@
£ 06
[=]
w
K=
=L
05
85 Controlo 300 nmol Ca**
Berberina 300 nmol Ca**
HFD 300 nmol Ca**
0,5
Figura 27 - Susceptibilidade a indugdo da permeabilidade transitdria

mitocondrial no modelo de obesidade induzida por dieta rica em gordura e
tratamento oral com Berberina. Através da monitorizagdo do entumescimento
mitocondrial avaliou-se espectrofotometricamente a inducdo da PTM. Os
ensaios foram efectuados em 2 mL de meio (sacarose 200 mM, KH,PO, 1 mM,
EGTA 10 uM e HEPES pH 7.4) a 25°C, suplementado com rotenona 2 uM,
succinato 5 mM e 1 mg de suspensdo mitocondrial. Uma concentracdo de Ca2*
(CaCl,) foi adicionada ap6s um breve periodo de reacc¢éo (indicado pela seta).

Nos animais HFD, as mitocéndrias isoladas de musculo esquelético apresentaram
uma maior susceptibilidade na perda da homeostase mitocondrial de calcio relativamente
as mitocéndrias de animais controlo e Berberina.

3.4.4 — Contetldo em proteinas no tecido de muasculo esquelético

Atendendo a que a analise da bioenergética mitocondrial sugeriu altera¢cdes no
sistema fosforilativo de mitocondrias isoladas de animais alimentados com dieta rica em
gordura durante 16 semanas e uma recuperac¢ao da eficiéncia do sistema fosforilativo nos
animais Berberina, foi avaliado o conteddo em AMPK, p-AMPK, COX I, COX IV, TFAM,
ATP sintetase, PGC-1a e actina no tecido de muasculo esquelético. Apos 16 semanas de
alimentacdo com dieta rica em gordura observou-se uma diminuicdo no contetdo de
PGC-1a enquanto que o tratamento oral com Berberina durante 4 semanas restabeleceu
0 seu contelido a niveis idénticos aos animais controlo (Figura 28). A analise do conteldo
em AMPK demonstrou que este estava quase idéntico nos varios animais.
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Adicionalmente, a analise do conteido em AMPK fosforilada (p-AMPK) revelou que
estava aumentado nos animais Berberina relativamente aos animais HFD, sendo muito
semelhante ao ocorrido nos animais controlo. Relativamente ao conteido em TFAM, a
sua analise demonstrou um aumento nos animais Berberina em relacdo aos animais
HFD. Finalmente, a andlise do contetdo em COX I, COX IV e ATP sintetase
(componentes do sistema fosforilativo) indicou um aumento nos animais Berberina
comparativamente aos animais HFD.

Actina (42 kDa)

AMPK (63 kDa)

p-AMPK (63 kDay)

PGC-1a (91 kDa)

COX I (37 kDa)

COX IV (15 kDa)

ATP sintetase (52 kDa)

TEAM (29 kDay)

Controlo HFD Berberina

Figura 28 — Efeito da alimentacdo com dieta rica em gordura durante 16
semanas e do tratamento oral com Berberina durante 4 semanas no conteldo
em Actina, AMPK, p-AMPK, PGC-1a, COX I, COX IV, ATP sintetase e TFAM em
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tecido de musculo esquelético. A analise foi avaliada por “western blot” como
descrito no Capitulo Il — Materiais e Métodos.
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O sindrome metabdlico € uma condi¢cdo multifactorial que constitui um problema
publico mundial. O seu desenvolvimento deve-se ao aumento da incidéncia de obesidade
devido aos estilos de vida sedentarios que ocorrem hoje em dia e também ao elevado
consumo de alimentos ricos em gorduras e acucares (Krebs & Roden, 2004; Haslam &
James, 2005). E um factor de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(Grundy, 2004), diabetes do tipo 2 e outras anomalias (Nicolson, 2007). E um sindrome
complexo constituido por varios disturbios na homeostase de glicose e lipidos (Fonseca,
2005). As condicbes associadas ao sindrome metabdlico sdo a obesidade abdominal,
aumento da pressdo sanguinea (hipertensdo), elevados niveis de colesterol,
hiperglicemia, aumento dos niveis de triglicerideos, dislipidémia, resisténcia a insulina e
aumento do risco de desenvolvimento de aterosclerose (Haslam & James, 2005). A
resisténcia a insulina € um dos sinais iniciais no desenvolvimento de sindrome metabdlico
(Einhorn et al., 2003). A insulina secretada pelas células pancreaticas em resposta ao
aumento dos niveis de glicose circulante é essencial para o desenvolvimento e
manutencdo da homeostase de glicose através da regulacdo da expressao de genes e
metabolismo de hidratos de carbono, lipidos e proteinas.

A obesidade contribui para o desenvolvimento de hipertensao, elevados niveis de
colesterol e hiperglicémia, estando associada com o0 aumento do risco de
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (Grundy, 2004). Um elevado nivel de
acidos gordos néo esterificados no plasma sobrecarrega o tecido muscular e o figado com
lipidos, o que contribui para o desenvolvimento de resisténcia a insulina. Quando um
tecido muscular desenvolve resisténcia a insulina e est4 sobrecarregado com lipidos
derivados dos niveis elevados de &acidos gordos nao esterificados no plasma, o excesso
destes &cidos gordos dirigem-se para o figado, promovendo dislipidémia e
desenvolvimento de figado gordo. Um tecido muscular que desenvolve obesidade é
caracterizado pela acumulacdo de gordura que é provocada pela tomada excessiva de
acidos gordos livres e consequente aumento da sintese de triglicerideos (Muoio & Koves,
2007). Este excesso de lipidos intracelulares desregula o metabolismo energético normal
da célula. Com o intuito de eliminar o excesso de acidos gordos livres, a taxa de (-
oxidagdo aumenta, alterando o equilibrio celular na mitocéndria. Este organelo celular
possui uma funcdo extremamente importante no metabolismo celular, dado que produz
cerca de 90% do ATP que é consumido na célula, principalmente ao nivel da fosforilagcdo
oxidativa e B-oxidacéo (fontes de producéo de ROS).

A mitocondria desempenha um papel primordial na oxidacdo de acidos gordos
como fonte de energia metabdlica. De acordo com isto, qualquer alteragdo na funcao
mitocondrial devido a acumulacéo intracelular de gordura no musculo esquelético, vai
incidir e até mesmo alterar a fungdo celular (Patti et al., 2003). Como ja verificado
anteriormente, em tecidos com elevada actividade metabdlica, a disfuncdo mitocondrial
esta associada com diversas doencas (Koh et al., 2005). Trabalhos diversos tém
reportado alteragBes ao nivel da dindmica mitocondrial induzidas por exposicao celular a
concentracdes elevadas de acidos gordos. No entanto, apesar da pesquisa intensiva
nesta area em desenvolvimento, ainda restam diversas duvidas relativamente aos
mecanismos de modulagdo da biogénese mitocondrial no musculo esquelético e qual a
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estratégia mais correcta para evitar o desenvolvimento da patologia. A Berberina tem sido
considerada um agente antibacteriano e antihiperglicémico (Zhang et al., 2008), tendo
ainda sido verificado que diminui os niveis de triglicerideos em alguns tecidos. Com a
finalidade de determinar quais as alteracbes mitocondriais associadas com o
desenvolvimento de obesidade e qual o efeito do tratamento oral com Berberina nesta
condicdo, foi seleccionado um modelo animal de obesidade induzida por dieta rica em
gordura de modo a obter conclusfes relevantes para esta condicdo em humanos.

A vantagem deste trabalho relativamente a outros realizados anteriormente é a
avaliacdo do tratamento com Berberina na modulacdo da biogénese mitocondrial no
muasculo esquelético num modelo de obesidade induzida por dieta. Relativamente a
avaliagdo do peso corporal, os animais HFD, que foram sujeitos a uma dieta rica em
gordura durante 16 semanas, apresentaram pesos superiores aos animais controlo, ou
seja, tornaram-se obesos. Em trabalhos realizados anteriormente verificou-se que a dieta
rica em gordura origina um aumento do “uptake” de acidos gordos para o musculo
esquelético, contribuindo desta forma para a acumulagéo intracelular de lipidos (Patti et
al., 2003). No entanto, nos animais que foram sujeitos a tratamento oral com Berberina,
ocorreu uma diminuicdo do peso corporal. Como foi possivel observar durante o sacrificio
dos varios animais, os animais HFD apresentaram uma maior percentagem de gordura na
zona abdominal. Nos animais Berberina, a quantidade de gordura abdominal era muito
inferior, 0 que é compativel com a diminuicdo do peso corporal verificada durante as 4
semanas de tratamento.

Na analise da fungéo de mitocdndrias isoladas de muasculo esquelético de animais
HFD verificou-se que a acumulacao de gordura neste tecido estd associada a alteracdes
na bioenergética mitocondrial. Relativamente aos animais que foram sujeitos ao
tratamento oral com Berberina durante 4 semanas (animais Berberina), todos os danos
induzidos pela dieta rica em gordura foram revertidos.

Para uma avaliacdo da funcdo mitocondrial é necessario determinar o potencial
transmembranar mitocondrial (AW) desenvolvido apds a energizagéo pois este parametro
representa o principal componente do gradiente electroquimico de protbes através da
membrana e reflecte as diferencas no potencial eléctrico, contribuindo para a maioria da
guantidade de energia disponivel para a fosforilagdo oxidativa (Nicholls, 1982). Os
parametros que se verificaram estarem alterados nas mitocdndrias de mausculo
esquelético dos animais HFD foram a capacidade de gerar AW, a recuperacdo apés a
fosforilagdo da quantidade de ADP adicionada e a manutencdo de um potencial
semelhante ao potencial inicial. Nos animais HFD verificou-se uma diminuicdo do AW
gerado apos a energizacao que pode dever-se a um aumento da permeabilidade passiva
a protdes da membrana mitocondrial interna (“leak” a protdes) ou a uma diminui¢cdo do
namero de protdes ejectados juntamente com o transporte de electres ao longo da
cadeia respiratéria (Murphy, 1989; Brand, 1990). Contudo, o facto de animais HFD néo
apresentarem um aumento do estado 4 relativamente aos animais controlo e Berberina,
nao suporta esta explicacao.
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A avaliagdo do tempo de espera que precede a repolarizagdo, ou seja, a “lag
phase”, os animais HFD, apresentaram um aumento deste parametro relativamente aos
animais controlo, 0 que sugeriu um desacoplamento da oxidacdo de substratos reduzidos
pela cadeia transportadora de electrdes (Varela et al., 2008). Nos animais Berberina este
aumento foi revertido, sendo muito semelhante a dos animais controlo. Nos animais HFD,
0 estado 3 respiratdrio foi estatisticamente inferior em relacdo aos animais controlo. Deste
modo, ocorreu uma perda da eficiéncia na capacidade fosforilativa e oxidativa nas
mitocéndrias dos animais HFD, efeito revertido no grupo Berberina.

Analisou-se a respiracdo mitocondrial na presenca de FCCP. O FCCP é um
protonéforo que vai permeabilizar a membrana mitocondrial interna a protfes, originando
assim taxas maximas de respiracdo. Na presenca de FCCP, a analise da respiracao
mitocondrial nos animais HFD revelou que a taxa maxima de respiracdo era
estatisticamente inferior relativamente aos animais controlo. Esta avaliagdo juntamente
com a diminuicao significativa do estado 3 respiratdrio sugeriu alteragbes ao nivel dos
complexos da cadeia respiratoria (Du et al., 1998). Estas alteracbes podem reflectir uma
alteracdo na associacao dos complexos respiratorios provocada pela acumulagédo de
gordura no musculo esquelético. No entanto, nos animais Berberina, a respiragédo
mitocondrial na presenca de FCCP foi estatisticamente superior comparativamente aos
animais HFD e semelhante aos animais controlo, 0 que sugere que nao ocorreram
alteracdes ao nivel da cadeia transportadora de electrdes.

De acordo com a disfuncdo mitocondrial, as mitocéndrias isoladas a partir do
musculo esquelético de animais sujeitos a uma dieta rica em gordura revelaram uma
maior susceptibilidade a inducéo da permeabilidade transitéria mitocondrial por célcio. A
acumulacdo excessiva de célcio na mitocondria, despolarizacdo mitocondrial, stress
oxidativo e deplecéo do conteudo celular em ATP s&o condi¢des patoldgicas associadas a
inducdo da permeabilidade transitéria mitocondrial (Crompton, 1999; Bernardi et al.,
2001). As mitocdndrias isoladas de musculo esquelético de animais que receberam
tratamento com Berberina (animais Berberina) apresentaram um registo de
entumescimento induzido por célcio semelhante ao da preparacao controlo.

Os efeitos de uma dieta rica em gordura na fungdo mitocondrial e a accdo
protectora da Berberina na eficiéncia da fosforilagdo oxidativa, sugeriram modificagbes ao
nivel da biogénese mitocondrial, designadamente um menor conteddo em elementos
chave do metabolismo como sé&o os complexos da cadeia transportadora de electrdes. O
factor PGC-1a é um regulador chave do contetdo e fungdo mitocondriais. Em 2002,
Kelley e seus colaboradores foram os primeiros a considerar o desenvolvimento de
disfungdo mitocondrial na condicado de diabetes do tipo 2. Os &cidos gordos e a glicose
constituem os substratos oxidativos que suportam a actividade de contraccdo do musculo
esquelético (Muoio & Newgard, 2006). Em condigcbes normais, este tecido possui a
capacidade de transitar entre os dois substratos. Assim, 0 musculo esquelético adapta a
sua resposta através da seleccdo de substrato de modo a compensar a necessidade e
fornecimento de energia.
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O aumento da oxidacdo de acidos gordos inibe a glicélise e a oxidacéo de glicose
(Randle et al., 1963). Face a uma dieta com elevado conteddo em gordura, ha
acumulacdo de acidos gordos no tecido muscular o que resulta no desenvolvimento de
resisténcia a insulina (Watt & Heverner, 2008). Esta situa¢do desregula o metabolismo da
glicose, também contribui para o aumento de producdo de ROS e reducdo da funcdo
mitocondrial, 0 que potencia o desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabetes em
casos de obesidade. O “uptake” excessivo de acidos gordos e a diminuicdo da oxidacao
de lipidos provocam a acumulacdo de metabolitos lipidicos (Holloway et al., 2009). A
diminuicdo da expressao de carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1, enzima limitante de
velocidade de entrada de &cidos gordos para a mitocondria) e inibicdo da funcgéo
mitocondrial (diminuicdo do numero mitocondrial e da velocidade de sintese de ATP)
ocorrem no musculo esquelético resistente a insulina, sendo concordante com a
acumulacéo de lipidos neste tecido (Petersen et al., 2004; Befroy et al., 2007).

De acordo com o trabalho desenvolvido por Koves e seus colaboradores em 2008,
existe uma relacdo metabdlica entre o fornecimento de &acidos gordos e a resisténcia a
insulina no musculo esquelético (Patti et al., 2003). Anteriormente foi observado que na
condicdo de resisténcia a insulina ocorria uma diminuicdo da entrada de acidos gordos
para a mitocdndria e também uma diminuigdo da B-oxidacdo. No entanto, este trabalho
concluiu que a velocidade da B-oxidacdo mitocondrial encontra-se elevada, excedendo
deste modo o fluxo do ciclo dos acidos tricarboxilicos e também da cadeia transportadora
de electrdes. Isto origina uma oxidacdo incompleta de acidos gordos provocando a
acumulacdo de metabolitos, stresse oxidativo e o desenvolvimento de resisténcia a
insulina.

No musculo esquelético, um aumento do nivel de acidos gordos livres induz
stresse oxidativo (Fonseca, 2005). As mitocdndrias de pacientes com diabetes do tipo 2
possuem reduzidas capacidades da cadeia transportadora de electrbes. Esta disfuncdo
mitocondrial esta interligada ao desenvolvimento de resisténcia a insulina, que origina
uma reducdo da utilizagdo de glicose, resultando num aumento do desacoplamento da
respiragdo mitocondrial, na redug&o da actividade da cadeia transportadora de electrées e
da producédo de ATP (Schrauwen & Hesselink, 2004).

Kelley e colaboradores (2002) descreveram que a morfologia mitocondrial estava
alterada nos pacientes diabéticos do tipo 2 e também apresentavam uma diminuicdo do
ndamero, bem como um maior nimero de mitocondrias danificadas. Também verificaram
que ocorreu uma reducdo da expressdo de genes codificantes de enzimas chave do
metabolismo oxidativo mitocondrial nestes pacientes diabéticos. A maioria destes genes
encontram-se sob o controlo de um coactivador da transcricdo, o PGC-1a, e nestes
pacientes a sua expressdo estava diminuida. Esta diminuicdo da expressédo de PGC-1a
também foi observada noutros trabalhos desenvolvidos (Heilbronn et al., 2007; Mensik et
al., 2007). Em 1998, Puigserver e seus colaboradores identificaram PGC-1a como uma
proteina responsavel pela regulacdo da funcdo mitocondrial e homeostase energética.
Verificaram que, no musculo esquelético, esta proteina estimulava a biogénese
mitocondrial por coactivagdo do factor respiratorio nuclear e regulava os genes envolvidos
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na fosforilagdo oxidativa. Em 2004, McCarty demonstrou também uma diminuicdo da
massa e fun¢@o mitocondriais em varios tecidos, em situacdes de obesidade e diabetes
(Ritov et al., 2005). Verificaram também uma reducdo dos niveis de adiponectina
resultando numa diminui¢do da activagao da via AMPK/PGC-1a no tecido muscular. Apés
16 semanas de alimentacdo com dieta rica em gordura, ocorreu uma diminuicdo no
conteudo de PGC-1a, sendo que o tratamento com Berberina restabeleceu PGC-1a a
niveis idénticos ao grupo controlo. Este efeito da Berberina pode ser desencadeado pela
accao activadora deste composto ao nivel da AMPK.

No trabalho desenvolvido por Zhang e seus colaboradores (2008), foi investigado
o efeito da Berberina no tratamento de pacientes diabéticos com dislipidémia. Foi
observado que este composto natural apresentou um efeito benéfico na diminuigdo dos
niveis plasmaticos de glicose, colesterol e triglicerideos. Verificaram que a Berberina
activava a AMPK em adipocitos e miotubulos e facilitava a translocacdo de GLUT4. Desta
forma, a administracdo de Berberina em paralelo a uma dieta rica em gordura, ao
estimular a proteina AMPK desencadeia um mecanismo adaptativo com a finalidade de
ultrapassar a disfuncdo mitocondrial induzida pela acumulagcdo de gordura no musculo
esquelético. A AMPK é um dos principais factores que estd envolvida na biogénese
mitocondrial, regulando a actividade de PGC-1a por fosforilagdo. Assim, a analise do
conteddo em AMPK revelou que este estava aproximadamente idéntico nos Varios
animais. No entanto, a analise do conteido em AMPK fosforilada indicou estar aumentado
nos animais Berberina comparativamente aos animais HFD, sendo este aumento muito
proximo do conteldo observado nos animais controlo. Este resultado indica que a
Berberina tem como alvo a AMPK fosforilada que por sua vez activa PGC-1aq,
aumentando a sua expressdo e desencadeando uma série de activacdes de factores de
transcricdo envolvidos na biogénese mitocondrial.

O PGC-1a é um coactivador de factores de transcricdo envolvidos na replicacao e
transcricdo de DNA mitocondrial sendo um destes o TFAM. O TFAM é um factor
codificado pelo ndcleo, sendo translocado para a mitocondria, activando a transcricao e
replicacdo do DNA mitocondrial. A analise do seu conteudo revelou que este estava
aumentado nos animais Berberina comparativamente aos animais HFD. Deste modo, nos
animais Berberina ocorreu uma coordenacdo especializada que permite um aumento da
massa e fungdo mitocondriais em resposta a uma situacdo na qual € necessaria uma
maior producdo de ATP. Esta accdo foi comprovada pelo aumento do conteldo
mitocondrial em COX |, COX IV e ATP sintetase, componentes do sistema de fosforilacdo
oxidativa.

- 69 -



Capitulo IV Discusséo

—

Berberina

Activacdo

JEFE. |
1.

Biogénese Mitocondrial
Metabolismo Oxidativo

Figura 29 - Esquema representativo da transducéo de sinal da adiponectina em células
musculares na condicdo de sindrome metabdlico (adaptado de Iwabu et al., 2010). AMPK e SirT1
sd0 necessarias para a activacdo de PGC-1 a. A biogénese mitocondrial € modulada através da
expressédo de PGC-1 a. A AMPK activa PGC-1 a,e este, por sua vez, activa NRF e a expressao de
TFAM e o inicio da replicacdo de DNA mitocondrial. Também ocorre a transcricdo de genes da
fosforilagcao oxidativa, induzida por NRF, ap6s a migragéo de proteinas codificadas no nuicleo para
a mitocéndria (Nisoli et al., 2003; Reznick & Shulman, 2006). Em individuos obesos, a eficiéncia da
fosforilacdo oxidativa tem sido considerada como um mecanismo responsavel pela disfuncéo
celular. No musculo esquelético de animais alimentados com dieta rica em gordura, ocorre um
decréscimo na expressdo de genes necessarios para a fosforilacdo oxidativa e de factores
envolvidos na biogénese mitocondrial (Patti et al., 2003; Sparks et al., 2005).
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Este estudo confirma que a mitocondria desempenha uma funcdo fulcral no
desenvolvimento do sindrome metabdlico, principalmente ao nivel da eficiéncia da
fosforilagéo oxidativa. A Berberina pode ser entdo utilizada no tratamento desta patologia
dado que este composto € responsavel pela diminuicdo de varios factores que sao
fundamentais para o desenvolvimento desta patologia. A administracdo de Berberina
origina uma diminui¢do do peso corporal, bem como dos niveis de glicose, triglicerideos,
colesterol, fosfolipidos e de creatinina. E também capaz de modular a biogénese
mitocondrial dado que activa a AMPK fosforilada (Turner et al., 2008) que por sua vez
activa a PGC-1 qa, activando por fim o TFAM. O factor codificado no nucleo (TFAM) é
entdo translocado para a mitocondria activando a transcricéo e replicagéo deste organelo.
Assim, ocorre um aumento da capacidade oxidativa mitocondrial, da expresséo de PGC-
1a e de genes envolvidos na biogénese mitocondrial. Ocorre também uma diminui¢cao da
expressao de genes envolvidos na lipogénese e um aumento do numero e da fungéo
mitocondriais e atenuacdo da disfungdo mitocondrial que ocorre no desenvolvimento de
sindrome metabdlico.
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