;‘S'& UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS F C A
aY A o
UNICAMB FACULDADE DE CIENCIAS APLICADAS UKW/ LHEX)

Barbara Moreira Crisol

Efeitos da suplementaciao de Ribosideo de
Nicotinamida sobre a UPR mitocondrial na
musculatura esquelética e sobre a performance

aerobia de camundongos.

Limeira/SP

2018



Barbara Moreira Crisol

Efeitos da suplementacao de Ribosideo de
Nicotinamida sobre a UPR mitocondrial na
musculatura esquelética e sobre a performance

aerobia de camundongos.

Dissertagdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Aplicadas da Universidade
Estadual de Campinas como parte dos
requisitos exigidos para obtengdo do titulo de
Mestra em Ciéncias da Nutri¢do e do Esporte e
Metabolismo na Area de Metabolismo e
Biologia Molecular

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Rochete Ropelle

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA DISSERTACAO DEFENDIDA PELA
ALUNA BARBARA MOREIRA CRISOL, E
ORIENTADA PELO PROF. DR. EDUARDO ROCHETE
ROPELLE

Limeira/SP

2018



Agéncia(s) de fomento e n(s) de processo(s): FAPESP, 2016/05499-1; CAPES

Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Aplicadas
Renata Eleuterio da Silva - CRB 8/9281

Crisol, Barbara Moreira, 1993-

C868e Efeitos da suplementacéo de ribosideo de nicotinamida sobre a UPR
mitocondrial na musculatura esquelética e sobre a performance aeroébia de
camundongos / Barbara Moreira Crisol. — Limeira, SP : [s.n.], 2018.

Orientador: Eduardo Rochete Ropelle.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Ciéncias Aplicadas.

1. Exercicios fisicos. 2. Musculo esquelético. 3. NAD. |. Ropelle, Eduardo
Rochete, 1976-. Il. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Ciéncias Aplicadas. Ill. Titulo.

Informact ra Bibli Digital

Titulo em outro idioma: Effects of nicotinamide riboside supplementation on mitochondrial
UPR in skeletal muscle and on aerobic performance of mice

Palavras-chave em inglés:

Physical exercises

Skeletal muscle

NAD

Area de concentragédo: Metabolismo e Biologia Molecular

Titulagao: Mestra em Ciéncias da Nutrigao e do Esporte e Metabolismo

Banca examinadora:

Eduardo Rochete Ropelle [Orientador]

Igor Luchini Baptista

Leonardo dos Reis Silveira

Data de defesa: 26-02-2018

Programa de Pés-Graduacao: Ciéncias da Nutricdo e do Esporte e Metabolismo



Autora: Barbara Moreira Crisol
Titulo: Efeitos da suplementacdo de Ribosideo de Nicotinamida sobre a UPR mitocondrial na

musculatura esquelética e sobre a performance aerébia de camundongos.

Natureza: Trabalho de Defesa de Mestardo em Ciéncias da Nutricdo e do Esporte e

Metabolismo.

Instituicao: Faculdade de Ciéncias Aplicadas, Universidade Estadual de Campinas

Aprovado em: 26/02/2018.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Eduardo Rochete Ropelle (Orientador) — Presidente
Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA/UNICAMP)

Prof. Dr. Igor Luchini Baptista - Avaliador
Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA/UNICAMP)

Prof. Dr. Leonardo Silveira dos Reis — Avaliador
Instituto de Biologia (IB/UNICAMP)

Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no
processo de vida académica do aluno.



Aos meus pais que sempre me apoiaram e
me incentivaram com amor no caminho
das ciéncias e do esporte. As minhas irmas
que me mostraram que nossa vida € mais
completa quando se € possivel dividir o
amor.



Agradecimentos

Primeiramente gostaria de agradecer aos meus pais, Edilaine e Victor, por toda
paciéncia e apoio durante todos esses anos de estudo e trabalho. Obrigada por me mostrarem
que devemos trabalhar com aquilo que realmente amamos e obrigada por acreditarem no meu
melhor, mesmo que as vezes eu mesma duvidasse disso.

Obrigada as minhas irmas por sempre me lembrarem quando estamos juntas o quanto a
cumplicidade e companheirismo sdo importantes em nossas vidas. Ninguém € feliz sozinho,
obrigada por encherem minha vida de alegria.

Agradeco a minha familia por sempre acreditarem em mim e saberem mesmo de olhos
fechados que eu estava fazendo o meu melhor, mesmo as vezes sem entender muito bem o que
eu faco.

Agradeco aos meus amigos da FCA, que durante pincipalmente esses dois anos, foram
essenciais para me mostrar que a vida € mais que trabalhar. Dentre esses, obrigada
especialmente a minha amiga Jdlia Passero, que sempre esteve ao meu lado, nos dias bons e
ruins e a minha amiga Beatriz Franco, que de bragos abertos me recebeu na sua vida. Sou grata
por me tornar mais proxima de vocés esses anos, voc€s foram essenciais nesse processo.

Obrigada a minha melhor amiga, Helo, que sempre de longe me aconselhava e acalmava
meu coracao quando aquelas dividas sobre o que fazer da vida apareciam.

Agradeco meus companheiros de trabalho e amigos dos laboratérios LABMEX e
LABGEN, onde aprendi muito sobre a vida e sobre ciéncia. Obrigada pela paciéncia e apoio.
Dentre esses, agradeco principalmente a2 minha grande amiga Camilla, pelos longos dias e
noites de conversas cientificas, experimentos e amizade.

Agradeco aos meus professores, que durante toda a minha formacao deram o apoio e a
orientagcdo necessdrios para que eu me tornasse uma profissional qualificada e ética.

Agradeco a CAPES pelo financiamento inicial desse projeto e a Fundagdo de Amparo a
Pesquisa (FAPESP) que financiou esse projeto, com nimero 2016/05499-1.

E por fim, agradeco ao meu orientador, Prof® Dr. Eduardo Ropelle, pela confianca
depositada em mim para a realizagdo desse trabalho, pela orientacdo e principalmente pela
oportunidade de fazer ci€ncia e conhecer o quanto a ela € entusiasmante.


javascript:openProcess('212836',%20'false')

“Aqui, no entanto, nés ndao olhamos para trds por
muito tempo. NOs continuamos seguindo em
frente, abrindo novas portas e fazendo coisas
novas, porque somos curiosos e a curiosidade
continua nos conduzindo por novos caminhos.
Siga em frente”

Walt Disney



Resumo

A molécula de Nicotinamida Adenina Nucleotideo (NAD*) é de extrema importancia
para o controle da homeostase metabdlica. O aumento dos niveis de NAD™ resulta em aumento
do metabolismo oxidativo através da ativacao da Sirtuina 1 (SIRT1), e de outros dois processos
relacionados a atividade mitocondrial, a resposta a proteinas mal formadas nas mitocondriais
(Unfolded protein response — UPRmt) e o desencadeamento do desequilibrio mito-nuclear, o
qual ocorre quando hd um desequilibrio no contetido proteico das proteinas mitocondriais em
razdo as proteinas nucleares. Estudos demonstram que a suplementacdo com o precursor de
NAD®, o Ribosideo de Nicotinamida (NR), é capaz de promover a melhora da capacidade
oxidativa das mitocOndrias e biogénese mitocondrial através do desencadeamento da UPRmt e
do desequilibrio mito-nuclear diversos tecidos. Nesse sentido aventamos a hipdtese de que a
suplementagdo com NR poderia estimular UPRmt e o desequilibrio mito-nuclear na
musculatura esquelética e assim aumentar a performance aerébia. Para isso foram utilizados
camundongos C57BL/6J divididos nos seguintes grupos: Controle, Suplementado com NR,
Exercicio Cronico e Exercicio Cronico + NR. Ensaios fisioldgicos foram combinados com
ensaios bioquimicos e moleculares para a avaliagdo dos grupos experimentais. Os resultados
demonstraram que os animais tratados apenas com NR apresentaram menor acimulo de
gordura, aumento na produc¢ao de calor, aumento da forca muscular, promocao do desequilibrio
mito-nuclear no musculo esquelético, contudo, a suplementacdo por si s ndo promoveu
melhora na performance aerdbia dos animais quando comparado com os animais nao
suplementados. Por outro lado, animais do grupo Exercicio Cronico + NR apresentaram maior
quantidade de fibras do tipo 1 quando comparado aos animais suplementados apenas com NR
ou apenas exercitados. Além disso, os animais treinados e suplementados com NR
demonstraram maior performance aerébia quando comparado aos animais treinados sem a
suplementagdo. No entanto, de forma curiosa, a combinacdo Exercicio Cronico +NR nao
desencadeou a UPRmt ou o desequilibrio mito-nuclear na musculatura esquelética. Assim
concluimos que a combinagdo de Exercicio Cronico +NR promoveu adapta¢des importantes no
musculo de camundongos e melhora significativa da performance aerdbia, contudo, essa

melhora ndo foi associada a ativacdo da UPRmt ou do desequilibrio mito-nuclear.



Abstract

The molecule of Nicotinamide Adenine Nucleotide (NAD™) is extremely important for
the control of metabolic homeostasis. The increase in NAD™ levels results in increased oxidative
metabolism through the activation of SIRTI, and in two other processes related to
mitochondrial activity, the unfolded protein response in the mitochondria (UPRmt) and the
triggering of the mito-nuclear imbalance, which occurs when there is an imbalance in the
protein content of mitochondrial proteins due to nuclear proteins. Studies show that
supplementation with the NAD™ precursor, the Nicotinamide Riboside (NR), is capable to
improve mitochondrial oxidative capacity and mitochondrial biogenesis through the activation
of the UPRmt and the mito-nuclear imbalance in different tissues. In this sense, we
hypothesized that NR supplementation could stimulate UPRmt and mito-nuclear imbalance in
the skeletal muscles and thus increase aerobic performance. C57BL/ 6] mice were divided into
the following groups: Control, NR supplementation, Chronic Exercise and Chronic Exercise +
NR. Physiological assays were combined with biochemical and molecular assays for the
evaluation of experimental groups. The results showed that the animals treated with NR alone,
showed lower fat accumulation, increased heat production, increased muscle strength, and
activation of the mitonuclear imbalance on the skeletal muscle. However, the supplementation
by itself did not improved the animals’ aerobic performance when compared to the no
supplemented group. On the other hand, the animals from the Chronic exercise + NR group
presented higher amount of type 1 fibers when compared to animals supplemented with NR
alone or only exercised. In addition, trained and NR supplemented animals showed higher
aerobic performance when compared to trained animals without supplementation. However, in
a curious way, the combination Chronic Exercise + NR did not trigger the UPRmt or the
mitonuclear imbalance in the skeletal muscles. We concluded that the combination of Chronic
exercise + NR promoted important adaptations in the mouse skeletal muscle and a significant
improvement in aerobic performance, however, this improvement was not associated to the

activation of the UPRmt or the mitonuclear imbalance.
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1. Introducao

1.1 O desequilibrio mitonuclear e seus efeitos sobre o metabolismo.

As mitocondrias sdo organelas responsdveis pelo suprimento celular de energia, através
da producao de ATP, além de possuirem importante papel na manutencdo da homeostase. Essa
organelas possuem diversas copias de seu proprio DNA, sendo este circular, denominado DNA
mitocondrial (DNAmt), que codifica 13 proteinas envolvidas no processo de fosforilacao
oxidativa, 2 RNAs ribossomais mitocondriais e 22 RNAs de transportadores'?. As demais
proteinas mitocondriais sdo codificadas pelo DNA nuclear (DNAn) e importadas para dentro
das mitocondrias'. E necessdrio que exista um equilibrio entre o genoma mitocondrial e o
genoma nuclear, para que ocorra um funcionamento mitocondrial perfeito, uma vez que quatro
dos complexos da cadeia transportadora de elétrons sdo compostos de proteinas codificadas
tanto pelo DNAmt quanto pelo DNAn*.

Para que esse sistema seja mantido, a proteostase mitocondrial € assegurada por um

5 6,7

mecanismo de controle de qualidade das proteinas® composto por chaperonas e proteases™’.
Chaperonas sdo proteinas que dobram e agrupam as proteinas importadas para as mitocondrias
e redobram proteinas danificadas, com as proteinas da familia das proteinas ativadas por choque
térmico (Heat shock proteins, HSP) mtHSP70, HSP60 e HSP10°, enquanto que, as proteases
degradam as protefnas restantes que niio foram dobradas pelas chaperonas®, como a proteina
ClpP (Subunidade Proteolitica de Peptidase da Matriz Mitocondrial Caseinolitica) na matriz
mitocondrial.

Quando h4 um acumulo de proteinas malformadas, este € sinalizado para o nicleo que
por sua vez ird transcrever genes afim de combater esse estresse proteotéxico, promovendo a
sobrevivéncia celular e sincronizando a atividade do genoma mitocondrial e nuclear, afim de
garantir a qualidade das proteinas mitocondriais, esse mecanismo € conhecido como resposta a
protefnas malformadas (unfolded protein response — UPR)>®

Ja € descrito na literatura que diferentes condi¢cdes sdo capazes de ativar a UPR
mitocondrial (UPRmt), principalmente quando ha a interferéncia na proteostase mitocondrial.
Tanto o tratamento com substancias geradora de espécies reativas de oxigénio (EROS) quanto
bactérias patogénicas que produzem toxinas sdo conhecidas por promoverem a ativacdo da

UPRmt em C.elegans, devido ao aumento da quantidade de proteinas danificadas® !,
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A ativacdo da UPRmt também € possivel através da inibi¢dao ou regulacdo de proteinas
que compde a cadeia transportadora de elétrons (CTE), transcritas tanto pelo DNAmt quanto
pelo DNAn, resultando em um desequilibrio entre as proteinas codificadas por esses dois
DNAs, conhecido como desequilibrio mitonuclear!?>. Houtkooper e colaboradores
demonstraram que a utilizacdo de antibidticos que afetavam a traducdo de proteinas
mitocondriais e de brometo de etidio (que afeta a transcricdo do DNAm) foram capazes de
promover o desequilibrio mitonuclear em C.elegans, através do aumento do conteddo proteico
de protefnas nucleares em razio das proteinas mitocondriais!>. A inibicdo da traducdo de
proteinas mitocOndrias através da administragdo de doxyciclina, resultou em reducdo do
consumo de oxigénio e aumento da longevidade em C.elegans'?. Entretanto quando utilizou-se
rapamicina e resveratrol, apesar a inducio do desequilibrio mitonuclear da mesma forma que
ocorreu quando utilizou-se a antibidticos e o brometo de etidio, o aumento da longevidade
apresentou-se associado com o aumento do consumo de oxigénio. Dessa forma, esses resultados
apresentam uma correlacio direta da ativacdo da UPRmt com o aumento da longevidade'?. Ao
mesmo tempo, estudo realizado por Mounchiroud et al. demonstraram que suplementagdo com
o precursor de NAD+, Ribosideo de Nicotinamida, também € capaz de promover o
desequilibrio mitonuclear, aumentando a expressdo das proteinas mitocondriais em razao das

protefnas nucleares em c.elegans'>.

A suplementacdo com NR, foi capaz assim como
resveratrol, de promover aumento da atividade respiratéria associado com aumento da
longevidade'?.

Figura 1.

Acumulo de

,proteinas mal

‘formadas

e I8
A

Hsp60 Chaperonas
Mitocondriais

e Proteases

Figura 1: Esquema da sinalizacio da UPRmt em mamiferos. O acimulo de proteinas mal formadas sinaliza
fatores de transcricdo no nicleo da célula, aumentando a transcricdo de chaperonas mitocondriais e proteases.
Além disso, alteragdes na razao entre Citocromo C Oxidase I Mitocondrialmente Codificado (MTCO1) (codificada
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no DNAmt) e Complexo Succinato Dehidrogenase Subunidade A (SDHA) (codificada no DNAn) alteram o
equilibrio proteostdtico mito-nuclear, tendo efeitos na proteostase mitocondrial e consequentemente
desencadeando a UPRmt

O aumento da UPRmt pode ser tanto benéfico quanto maléfico, dependendo de sua
magnitude, sendo plausivel que ele seja ndo s6 a causa como também um potencial tratamento
para diversas doencas. Ainda que nao existam estudos que mostrem diretamente o papel da
UPRmt na doenga, diversos artigos sugerem que a UPRmt possa estar relacionada a alguns
tipicos especificos de doencas.

Os niveis de NAD™ e a atividade de SIRT1 estdo relacionados ao desencadeamento da
UPRmt e biogénese mitocondrial na musculatura esquelética’®. Além disso, a utilizacdo de

t'3 e melhorar a

compostos que aumentam os niveis de NAD™, sdao capazes de ativar a UPRm
capacidade de endurance'®.

Seguindo esse pensamento, tendo em vista que o exercicio fisico é capaz de alterar o
funcionamento das mitocOndrias, promovendo a ativagdo de proteinas que estimulam a
biogénese mitocondrial’*?! tendo diversos efeitos benéficos bem estabelecidos, pode-se pensar
que a utilizacdo de tal ferramenta na compreensdao das respostas mitocondriais por trds de
adaptagdes fisioldgicas positivas, bem como na regulacio da UPRmt e de processos de
desequilibrio mito-nuclear, seja importante para a compreensdo dos mecanismos por tras de tal

resposta benéfica estimulada pelo exercicio fisico, uma vez que este promove a ativacdo da

Sirtl, relacionada também a ocorréncia da UPRmt.

1.2 Niveis de NAD* no controle da homeostase metabdlica.

O cofator Nicotinamida Adenina Nucleotideo (NAD™) é essencial para a ativagdo do
metabolismo, ativagdo de Sirtuinas (SIRTs) e manutencao através da capacidade mitocondrial
através do mecanismo conhecido como resposta a proteinas mal formadas especificamente nas
mitocondrias (Unfolded protein response — UPRmt)*.

Estudo realizado por Ryall et al. (2015), demonstrou que a redug@o nos niveis de NAD*
em células musculares resulta em uma alteracdo metabdlica mediada por SIRT1 que induz
diferenciacdo prematura e perda da capacidade de regeneracdo dessas células, gerando um
fenStipo de musculatura envelhecida?®. Além do envelhecimento como redutor dos niveis de
NAD, estudos demonstraram que dietas hiperlipidicas também sao responsaveis por esse

quadr014,15,24
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Proteinas como AMPK, PGC-1a e SIRT1 sdo conhecidas por serem reguladoras da
biogénese mitocondrial e consequentemente do metabolismo oxidativo® e estudos demonstram
que tais efeitos sdo desencadeados pelo aumento nos niveis de NAD*?°. E conhecido que NAD*
€ capaz de induzir um desequilibrio proteico mito-nuclear que pode ser a chave entre os niveis

de NAD* e a funcionalidade mitocondrial®

. Um exemplo, € a utilizacdo de inibidores de PARP-
1, que aumentam a disponibilidade de NAD* e a atividade de SIRT1 na musculatura
esquelética'®. A inibi¢do da PARP-1 foi comprovada como sendo capaz de aumentar n3o s6 a
funcdo mitocondrial, como também a traducdo de proteinas mitocondriais, ativa a UPRmt, e
ainda melhora a capacidade de endurance de camundongos, a sensibilidade a insulina e a

quantidade de fibras musculares do tipo 1'°

. Dessa forma, a suplementagcdo com precursores de
NAD" pode ser uma importante estratégia no desencadeamento da UPR e consequentemente

biogénese mitocondrial e capacidade oxidativa.

1.3 Ribosideo de Nicotinamida, um precursor de NAD*, e seus efeitos no

metabolismo.

A sintese de NAD* ocorre a partir da reciclagem de metabdlitos ou a partir de
precursores de NAD* consumidos via dieta?’. Um desses precursores de NAD™ que pode ser
utilizado como suplemento é a Ribosideo de Nicotinamida (NR). O NR € uma molécula
composta por 11 dtomos de carbono, 15 de hidrogénio, 2 de nitrogénio e 5 de oxigénio®®,
transportado para as células por transportadores de nucleosideos?’, onde é fosforilado pela NR
quinase 1 e 2 (NRKs)*® gerando Nicotinamida Mononucleotideo (NMN). A partir de NMN,
serd sintetizado NAD+ pela acdo das enzimas Nicotinamida Mononucleotideo
Adeniltransferase (NMNAT)?2.

Em estudo realizado por Cant6 e colaboradores (2012), camundongos que consumiam
dieta hiperlipidica e foram tratados com NR, apresentaram uma maior quantidade intracelular
de NAD" e a0 mesmo tempo uma maior atividade de SIRT1 e desacetilagio da PGC-1a no
musculo esquelético, figado e tecido marrom desses animais. A suplementacdo de NR s6
induziu aumento na atividade da SIRT1 nos tecidos nos quais houve aumento do acimulo de
NAD*'*. Além do aumento da biogénese mitocondrial na musculatura esquelética demonstrado
pelo estudo, houve também um aumento do conteido de DNA mitocondrial nesse tecido,
sugerindo que a melhora das funcdes mitocondriais s6 ocorreu em tecidos nos quais houve
aumento da biodisponibilidade de NAD*!4. Por fim, o estudo demonstrou que um maior

conteddo mitocondrial combinado com um diferente perfil morfolégico dessas organelas nos
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animais suplementados com NR, contribui para explicar um maior perfil oxidativo e protecao
contra danos metabdlicos nesses animais'*. Além disso, nesse mesmo estudo, foi demonstrado
que a suplementa¢do de NR foi capaz de promover o aumento do consumo de oxigénio (VO2)
desses animais, sem promover alteracdes na atividade locomotora, o que em conjunto indica
que a suplementacdo de NR € capaz de reduzir o ganho de peso promovido pelo consumo de
dieta rica em gordura, devido ao fato de promover aumento do gasto energético'®.

O aumento dos niveis de NAD" promovido pela suplementagdo de NR ativam a
sinalizacdo das Sirtuinas e as fun¢des mitocondriais, sugerindo que esse suplemento possa ser
usado para prevenir e tratar disfungdes mitocondriais, marcadores de diversas patologias
associadas ao envelhecimento'®. Adicionalmente a esses fatos, estudo realizado por
Mouchiroud et al. (2013) demonstrou que a suplementa¢do de NR aumentou o tempo de vida
de C.elegans através da ativacdo da UPRmt via Sir 2-1 (ort6logos de SIRT1)"3.

Desta forma, sugere-se que o NR € o primeiro metabdlito a ser transportado para células
afim de ser metabolizado em NAD?*'*. Podendo dessa forma ser uma op¢do mais eficiente de
suplemento precursor de NAD™, uma vez que por ser o primeiro a ser transportado para as
células para conversdo, seu consumo e eficacia pode ser mais rapido que os demais precursores

de NAD".

1.4 Exercicio fisico e o0 metabolismo oxidativo.

O exercicio fisico € considerado uma forma de tratamento ndo farmacoldgica e de
prevencdo de doencas metabélicas®, isso devido as suas diversas adapta¢des biomoleculares e
fisioldgicas. Porém, além dessa funcdo, o treinamento fisico permite que os atletas sejam cada
vez mais eficientes, uma vez que o exercicio fisico “é um processo complexo que envolve a
ativagdo sincronizada e integrada de diversos orgdos e tecidos nos niveis celulares e

sistémicos 3.

Segundo Hawley e colaboradores em estudo de revisdao publicado em 2014, o
exercicio fisico € um dos maiores desafios que envolve toda a homeostase metabdlicas e para
enfrentar esse desafio, diversas adaptag¢des ocorrem de forma integrada afim de “neutralizar as
ameacas a homeostase”’, geradas pelo aumento da demanda de energia e oxigénio™®.

O exercicio aerébio vem sendo estudando ao longo dos anos e um dos primeiros relatos
da andlise desse tipo de exercicio foi feito em 1925 pelo ganhador do prémio Nobel, A.V. Hill*,
Segundo o estudo de revisao de Hawley (2014), A.V. Hill foi o primeiro a definir o conceito

de VO2 maximo, como o maximo consumo de oxigénio por um individuo durante um exercicio
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no qual a energia requerida para execu¢do do mesmo estd sendo produzida de forma aerébia’?,
sendo um fator determinante para performance e manuten¢do da atividade e da intensidade.

O treinamento aerébio promove adaptacdes fisioldgica, como aumento da oxidagdo de
lipidios, consumo de O> e aumento do metabolismo mitocondrial, e biomoleculares, como
transcri¢do de genes reguladores do metabolismo oxidativo. Para a manutengdo do exercicio
fisico durante um periodo de tempo prolongado, ocorre a mobilizacdo de substratos
extramusculares®®. O figado aumenta liberacdo de glicose para circulacdo e os adipdcitos
aumentam a quebra dos estoques de triglicerideos em 4cidos graxos que seguem para corrente
sanguinea®. A utilizacio de carboidratos ou lipidios como substrato energético ocorre de
acordo com a intensidade e duragdo do exercicio®. Assim, durante um exercicio prolongado de
intensidade moderada, os niveis de oxidacao de carboidratos diminuem e a lipdlise e oxidacao
de 4cidos graxos aumentam??,

Esse tipo de treinamento também promove alteracdes metabdlicas nas fibras
musculares, conferindo um perfil oxidativo para as fibras treinadas*®. Ao mesmo tempo, o
treinamento aerébio quando realizado de forma prolongada promove aumento do conteido
proteico mitocondrial e da capacidade respiratéria das fibras musculares®’. Essas adaptacdes
fisiolégicas s@ao em virtude de adaptacdes biomoleculares, uma vez que o treinamento aumenta
o conteddo de proteinas de transcricdo mitocondriais, em virtude do acimulo do aumento
transitorio do mRNA dessas proteinas37. Nessa linha, € bem definido na literatura que o
exercicio fisico promove o aumento da biogénese mitocondrial®®. Em estudo de revisio, Egan
e Zierath (2012) definem a biogénese mitocondrial um processo “complexo e altamente
regulado, que requer coordenacdo e coexpressdo dos genomas mitocondrial e nuclear para a
montagem e expansdo do reticulo e a geracdo de uma rede mitocondrial dindmica”. Dessa
forma, diversos mecanismos e vias sao responsdveis pela biogénese mitocondrial promovida
pelo treinamento aerdébio. Por exemplo, a PGC- 1a, ¢ um fator de transcrigao responsavel por
diversas adaptacdes do musculo esquelético a atividade fisica, uma delas € a biogénese
mitocondrial. Uma tnica sessao de exercicio até a exaustao € capaz de aumentar na musculatura
esquelética, os niveis proteicos e gene da PGC1-a*’. Ademais, o exercicio ao promover o
aumento dos niveis de Adenosina monofosfato (AMP) a partir da quebra de Adenosina
Trifosfato (ATP), consequentemente aumentando atividade da Adenosina Monofosfato
Quinase (AMPK), capaz de fosforilar e ativar a PGC-1a. Estudos com a superexpressao de
PGC-1a na musculatura esquelética demonstraram um aumentou na fun¢do mitocondrial*!,
melhora na performance aerébia em teste em submaximo em esteira € aumento do VO2

méximo*?. Estudo de Calvo e colaboradores (2008), a partir da analise do quociente respiratério
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(VCO2/VO,), sugeriu-se que camundongos que superexpressam PGC-la no misculo
esquelético foram capazes de utilizar dcidos graxos como substrato energético por mais tempo
durante o teste em esteira, sugerindo assim maior capacidade oxidativa da musculatura
esquelética desses animais*?.

Em estudo realizado por Costford et. al (2010), demonstrou-se que o treinamento fisico
aer6bio aumentou o conteido proteico da enzima Nicotinamida Fosforibosiltransferase
(NAMPT) na musculatura esquelética de humanos, submetidos ao protocolo de exercicio
aerébio em bicicleta ergométrica, consistindo em 13 sessdes de exercicio em um intervalo de 3
semanas**. NAMPT é responsdvel por converter a Nicotinamida (NAM) presente no organismo

em Nicotinamida Mononucleotideo (NMN) que por sua vez serd convertido a NAD* pelas

enzimas Nicotinamida Mononucleotideo Adenilatotransferase (NMNAT) (Figura 2).

Figura 2.

NMNAT

&

Enzimas consumidoras
de NAD+

NAMPT
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Figura 2: Via de conversio de NAM para NAD+. Nicotinamina (NAM) é convertido em Nicotinamida
Mononucleotideo (NMN) pelas enzimas NAMPT. Essa reacdo ocorre tanto no compartimento extracelular pelas
moléculas de NAMPT localizadas nesse meio, quanto no citosol pelas moléculas de NAMPT intracelular. Em
seguida, NMN € convertido em NAD* pelas enzimas NMNAT no ntcleo celular, citosol e mitocondrias. As
moléculas de NAD™* por sua vez, sdo convertidas em NAM pelas enzimas consumidoras de NAD*, como SIRT1

no nucleo e SIRT3 na mitocondrial.

Concomitantemente a isso, estudo realizado por Cant6 e colaboradores (2009), sugere
que AMPK regula a expressdo de genes mitocondriais € do metabolismo lipidico através da
modulagdo da atividade da PGC-1-a pela SIRT. Além disso, demosntrou-se aumento
significante dos niveis de NAD" no mdusculo esquelético de camundongos 3 horas apos
exercicio aerdbio, sustentando a ideia de que altera¢des nos niveis de NAD* traduzem os efeitos

da AMPK na atividade de SIRT*.
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2. Hipotese

Sabe-se que o exercicio promove o aumento da capacidade respiratéria (VO2) dos
individuos e é um dos responsdveis pelo desencadeamento da biogénese mitocondrial. Ao
mesmo tempo € conhecido que a Ribosideo de Nicotinamida também € responsavel pelo
desencadeamento da biog€nese mitocondrial, aumento do VO> miaximo e aumento da
performance em teste de endurance em animais obesos'*. Dessa forma, a suplementacio com
NR em animais submetidos a treinamento aerébio aumentaria a performance aerébia desses
animais, uma vez que promoveria o aumento do conteido mitocondrial e do perfil oxidativo
dessa organela, ja que tanto o exercicio quanto o NR sdo conhecidos por esses efeitos.

Mediante ao exposto, aventamos a hipétese de que o aumento da performance e da
biogénese mitocondrial seria desencadeado pela ativagdo da UPRmt, pelo aumento da atividade
da SIRT promovido pela combinacao dos efeitos do exercicio com os efeitos da suplementagdo

de NR via dieta (Figura 3).

Figura 3.
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Figura 3: Interacio da Suplementacido com NR, Treinamento e desencadeamento da UPRmt. Esquema dos
efeitos da suplementac@o de NR associado com o treinamento aerébio no aumento da fungdo e volume

mitocondrial e consequentemente na melhora da performance aerébia.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral:

- Avaliar os efeitos do tratamento com Ribosideo de Nicotinamida sobre UPR

mitocondrial na musculatura esquelética e performance aerébia de camundongos

C57BL/6].

3.2 Objetivos especificos:

- Etapa 1: Efeitos da Suplementacio de NR de 5 semanas sobre o metabolismo de camundongos

CS57BL/6J magros.
- Avaliar os efeitos da suplementac@o de NR sobre o conteido de NAD* intramuscular

- Avaliar os efeitos da suplementacdo de NR sobre o acumulo de gordura corporal e peso

corporal.

- Avaliar os efeitos da suplementacdo de NR sobre a produgdo de calor e VO

- Avaliar os efeitos da suplementacdo de NR sobre a capacidade de producdo de forca

muscular

- Avaliar o conteudo proteico de proteinas da via de fosforilagdo oxidativa (OXPHOS),
MTCOI1, SDHA e SIRTI, e determinar o equilibrio mito-nuclear através da razao
MTCO1/SDHA no gastrocnémio de camundongos CS57BL/6J apdés 5 semanas de

suplementacdo com NR.
- Etapa 2: Protocolo experimental de exercicio agudo.

- Avaliar os efeitos da suplementacdo de NR na performance aerébia de camundongos

C57BL/6J em apenas uma sessdo de exercicio.
- Etapa 3: Protocolo experimental de treinamento cronico.

- Avaliar os efeitos da suplementacdo de NR na performance aerébia de camundongos

C57BL/6J exercitados, apds 5 semanas de treinamento fisico em esteira;

- Avaliar os efeitos da suplementacdo de NR associada ao treinamento fisico sobre o

actimulo de gordura corporal e peso corporal
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- Avaliar os efeitos da suplementacdo de NR associada ao treinamento fisico sobre a

capacidade de producdo de for¢ca muscular

- Avaliar os efeitos da suplementacdo de NR e do treinamento fisico de 5 semanas sobre

o conteudo intramuscular de NAD™.

-Avaliar os efeitos da suplementacdo de NR e treinamento fisico sobre o conteiido de

fibras oxidativas (Fibras do tipo I) no gastrocnémio de camundongos.

- Avaliar o contetido proteico de OXPHOS, MTCOI1, Hsp60, SDHA e SIRTI, e
determinar o equilibrio mito-nuclear através da razdo MTCO1/SDHA no gastrocnémio
de camundongos C57BL/6J ap6s 5 semanas de treinamento fisico em esteira associado

a suplementacdo de NR.

4. Materiais e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6J machos, com 2 meses de idade, provenientes
do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Os animais foram previamente pesados e
alocados em gaiolas com 5 animais, expostos a ciclos de 12 horas claro e 12 horas escuro, com
temperatura entre 20°C e 22°C, onde receberam 4gua e racdo adaptada da dieta AIN -93M*®
com suporte proteico (conteido proteico proveniente da dieta AIN-93G) preparada na
Faculdade de Ciéncias Aplicadas da Unicamp, ad libitum. O projeto teve aprovacdo do comité

de ética da UNICAMP (registro 4188-1).

Os animais foram distribuidos nos grupos Controle, suplementado com Ribosideo de
Nicotinamida (NR), Exercicio Crdnico, Exercicio Cronico + Ribosideo de Nicotinamida
(Exercicio Cronico + NR), Exercicio Agudo e Exercicio Agudo + Ribosideo de Nicotinamida

(Exercicio Agudo + NR).
4.2 Tratamento com Ribosideo de Nicotinamida

Os grupos NR, EXE + NR e Exercicio Agudo + NR foram tratados com Ribosideo de
Nicotinamida (Niagen, da marca Life Cell Research), sendo o grupo NR utilizado como

controle positivo. A forma de suplementagdo ocorreu via dieta, adaptado de estudo realizado
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por Cant6 e colaboradores (2012)'

. O Ribosideo de Nicotinamida atua como precursor de
NAD?, que por sua vez influencia na fun¢do mitocondrial da musculatura esquelética dos

animais tratados.

Tabela 1:

Controle NR
Amido de Milho 428,7 426,3
Caseina (=85% de proteina) 200,0 200,0
Amido Dextrinizado (90% a 94% tetrassacarideos) 132,0 132,0
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de Soja (sem aditivos) 40,0 40,0
Fibra (celulose microfina) 50,0 50,0
Mix de Vitaminas 10,0 10,0
Mix de Minerais 35,0 35,0
L-Cistina 1,8 1,8
Bitartarato de Colina (4,1% colina) 2,5 2,5
Ribosideo de Nicotinamida (Niagen®- Life Cell Research) - 24

Tabela 1: Descricao das dietas utilizadas. Tabela com as quantidades de cada ingrediente para elaboracdo de 1

quilo de dieta controle e de dieta controle acrescida com NR.

4.3 Protocolo de Exercicio Fisico

Para o protocolo de exercicio agudo (Figura 4), os animais foram distribuidos nos
grupos Exercicio Agudo e Exercicio Agudo + NR. Os animais do grupo suplementado com NR
receberam dieta AIN-93 acrescida de 400 mg/kg/dia de Ribosideo de Nicotinamida durante 8
semanas. Nas semanas nimero 4 e nimero 8 os animais foram avaliados no teste de poténcia
méxima*’, afim de avaliar os efeitos da suplementagio com Ribosideo de Nicotinamida na
performance aerobia. Previamente as semanas 4 e 8 os animais foram adaptados ao ergdbmetro

durante 5 dias, afim de reduzir o estresse provocado pelo mesmo.
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Figura 4:

Teste de
Adaptacdo  P.max Adaptacio Adaptacdo
5dias | 2dias| 2dias| 3 Semanas | 5dias | 2 dias| 3 Semanas| 5dias | 2 dias |

Modelo Experimental: Inicio da Teste de Teste de
C57BL/6J - 8 semanas Suplementacdo P.max P.max
* Exercicio Agudo

* [Exercicio Agudo + NR

Figura 4: Desenho experimental do protocolo de exercicio agudo. Os animais foram suplementados durante 8
semanas, sendo realizado o teste para determinar a poténcia maxima dos animais em trés momentos (antes do

inicio da suplementagdo, apds 4 semanas e ap6s 8 semanas).

A respeito do protocolo de exercicio cronico (Figura 5), os camundongos dos grupos
Exercicio Cronico e Exercicio Cronico + NR foram submetidos a cinco semanas de treinamento
em esteira ergométrica, exercitados em intensidade correspondente a maxima fase estavel de
lactato, conforme proposto por Ferreira e colaboradores’. Previamente, os camundongos foram
adaptados ao ergdmetro, visando minimizar o possivel estresse induzido pelo equipamento.
Durante o periodo de treinamento os camundongos do grupo Exercicio Cronico + NR

receberam a dieta AIN-93*° suplementada com 400 mg/kg/dia'* de Ribosideo de Nicotinamida.

Figura 5:
Ultimo dia Ultima
Teste de de Sessdo de
Adaptacdo P.max Treinamento Exercicio
| 5 dias | 2dias | 2dias | 5 Semanas | 2 dias | 2 dias | 24 horas |
I | I I I I I
Modelo Experimental: Inicio Protocolo Teste de Extracdo:
C57BL/6)J - 8 semanas de Exercicio: P.max * Gastrocnémio
« Controle ¢« 1hora
* NR * 60% da P.max
« Exercicio Crbnico « 5 dias/semana

* Exercicio Cronico + NR

Figura 5: Desenho experimental do protocolo de exercicio crénico. Os animais foram adaptados durante 5 dias
ao ergdmetro e em seguida submetidos ao teste de poténcia maxima e exercitados durante 5 semanas a 60% da
poténcia mdxima determinada no teste. Ao final das 5 semanas foram re-submetidos ao teste afim de verificar os
efeitos do exercicio e da suplementacdo sobre a performance aerdbia. 24 horas a dltima sessdo de exercicio pds

teste foi feita a extracdo do musculo gastrocnémio.

Segundo Ferreira e colaboradores*’, a Mdxima fase estdvel de lactato corresponde a

concentracdo maxima de lactato sanguineo e de carga de trabalho que pode ser mantida ao longo
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do tempo sem o acimulo continuo de lactato sanguineo e € considerada um importante
marcador da capacidade de exercicio aerdbios. Dessa forma para a determinacdo da méxima
fase estavel de lactato, utilizamos o protocolo descrito por Ferreira et al. (2007), no qual é
realizado um teste incremental de corrida em ergdmetro. A intensidade inicial do teste serd de
6 m/min, consistindo em aumentos de 3 m/min a cada 3 minutos, até que o animal entre em
exaustdo. Com isto, obtemos dados da distancia total percorrida e da carga de trabalho pico no
fim do teste. Baseando-se nestes resultados, determinamos as cargas de treinamento,
correspondentes a 60% das cargas de trabalho individuais dos camundongos submetidos ao
teste incremental. Essa intensidade, segundo Ferreira et al. (2007), corresponde a méxima fase
estdvel de lactato, ou seja, € a mixima intensidade na qual o exercicio € realizado de forma

aerobia.
4.4 Respirometria Indireta

Para determinacdo da producao de calor e consumo de oxigénio (VOz), os animais foram
alocados no aparelho Oxymax-CLAMS - Columbus Instruments®, que possibilita, por meio de
calorimetria, a determinagdo do gasto energético. Os animais passaram por um periodo de 24
horas de adaptacdo ao equipamento. Posterior ao periodo de adaptagcdo, os animais passaram
por mais 23 horas de monitoramento. Todos os animais foram retirados do equipamento no
momento em que os grupos Exercicio Cronico e Exercicio Cronico + NR eram submetidos a
sessdo de treinamento e retornaram imediatamente apds o término da sessao. Como as sessoes
de exercicio eram realizadas diariamente as 14:00, os animais eram retirados nesse horario e
retornavam para andalise aproximadamente 15:00. Dessa forma, obtivemos 23 horas de analise,
sendo a primeira hora da anélise considerada do momento em que os animais entravam no ciclo

claro as 06:00.
4.5 Grip teste

Ap6s as cinco semanas de treinamento aerébio em esteira e suplementacdo de NR, os
animais dos grupos Controle, NR, Exercicio Cronico e Exercicio Cronico + NR foram
submetidos ao teste de forca, Grip teste, baseado no protocolo descrito por Rocha e
colaboradores®. Os animais foram segurados gentilmente pela cauda enquanto se agarravam
com as quatro patas a barra de metal do equipamento posicionada de forma inclinada. Cada
animal realizou trés tentativas de adaptacdo. Apds um periodo de descanso de cerca de 5

minutos cada animal realizou cinco tentativas para medida, sendo desconsideradas das andlises
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as tentativas com o melhor e pior resultado. O resultado da forca mixima desses animais é

representado pela média das trés tentativas consideradas apds o teste.
4.6 Fotos Termograficas

Ap6s 5 semanas de suplementacdo com NR, fotos termograficas foram realizadas em
todos os grupos experimentais. A temperatura interescapular do tecido adiposo marrom em
torno do ambiente foi registrada com camera de imagem térmica FLIR T335® e analisada

usando o software FLIR tools®%.

4.7 Procedimentos de extracao

ApOs os experimentos, os animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico,
seguido de deslocamento cervical. Foram extraidas amostras do musculo gastrocnémio e do
tecido adiposo marrom (Brown adipose tissue — BAT), em seguida homogeneizadas em tampao
de extracdo (contendo 1% de Triton X 100, 100 mM de Tris - pH 7,4, 100 mM de pirofosfato
de sédio, 100 mM de fluoreto de sédio, 10 mM de EDTA, 10 mM de ortovanadato de sodio, 2
mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4 °C, reagentes da marca Sigma-Aldrich). O
homogenato foi centrifugado a 11.000 RPM por 30 minutos. Foi determinada a concentragao
de proteina na por¢io sobrenadante da amostra, utilizando o método de Acido Bicinconinico.
Em seguida, foi acrescido o tampao de Laemmli a cada uma das amostras e armazenadas a -80°

C para as andlises de Western blotting.
4.8 Analise proteica por Western blotting.

Os reagentes e os aparelhos utilizados para o gel S6dio Dodecil Sulfato (SDS-PAGE)
foram provenientes da Bio-Rad (Richmond, CA). Os compostos Tris Hidroximetil
Aminometano (TRIS), Fenilmetil Sulfonil Fluorido (PMSF), Aprotinina e Ditiotreitol (DTT)
provenientes da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). A membrana de nitrocelulose
(BASS, 0,2um) usada foi proveniente da empresa Biorad. Foram utilizados os anticorpos anti-
OXPHOS (coquetel de subunidades mitocondriais) e anti-SDHA, provenientes da empresa
ABCAM, anti-SIRT1 proveniente da empresa Cell signalling e anti-Hsp60 e anti-UCP1
proveniente da empresa Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

As amostras homogeneizadas em tampao de extracdo foram tratadas com tampao de
Laemmli®® contendo DTT 100 mM (Sigma-Aldrich). Em seguida, foram aplicadas em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE) no aparelho para minigel (Mini-Protean®). Foi utilizado como
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padrdao um marcador de peso molecular com valores estabelecidos em miosina (205-195 kDa),
B-galactosidase (116 kDa), albumina de soro bovino (80 kDa) e ovalbumina (49,5 kDa). A
transferéncia das proteinas separadas no gel foi feita eletricamente para uma membrana de
nitrocelulose, utilizando-se cubas de eletroforese da empresa Bio-Rad por aproximadamente 90
minutos, a 104 volts. A ligacdo inespecifica de proteinas na membrana de nitrocelulose foi
diminuida pela incubacdo destas com uma solu¢do bloqueadora (leite desnatado 5%, Tris
10mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,02%, reagentes da marca Sigma Aldrich) durante 60
minutos a temperatura ambiente. Em seguida as membranas foram incubadas em solugdo de
anticorpo primdrio especifico por 12 horas. As membranas foram posteriormente incubadas
com 2 ulL de anticorpo secunddrio e em seguida incubadas com 2 ml de solugcdo de
quimioluminescéncia (da marca Cell Signaling). A reacdo do anticorpo secunddrio com a
solu¢do quimioluminescente foi detectada e visualizada com o uso de autorradiografias e/ou
fotodocumentador. A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria Optica através

do programa Uniscan®.

4.9 Quantificaciao do contetido de NAD" intramuscular

Para quantificacdo dos niveis de NAD®' intramuscular, foi utilizado o kit
Enzycrom NAD/NADH assay Kit da marca Bioassay Systems. Seguimos o protocolo proposto

no kit, utilizando 20 mg do musculo gastrocnémio de cada animal.
4.10 Histoquimica

Ap6s a extragdo do muisculo gastrocnémio, o mesmo foi preservado com Isopentano (da
marcar Synth) e armazenado a -80°C. Foram feitos cortes transversais de 10uM utilizando um
criostato (Leica). Em seguida, as laminas foram submetidas ao protocolo de ATPase conforme
descrito por Baptista e colaboradores (2010)°!. Foram utilizados os seguintes pHs: 4.3 (4cido)
para marcar as fibras do tipo I e 10.4 (alcalino) para marcar as fibras do tipo 2. A laminas foram
analisadas em um microscépio equipado com uma camera digital e um software de imagens).

A contagem do tipo de fibra foi feita utilizando o software ImageJ.
4.11 Analise Estatistica

Os dados foram analisados no Software GraphPad Prism 6 por meio de teste “t” de
Student (entre dois grupos) para a comparacdo dos grupos “experimental” e “controle” e
“Anova” para comparacdo das diferentes intervengdes e o grupo ‘“controle”. O nivel de

significancia estatistica estabelecido foi de p<0.05.
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5. Resultados

5.1 Suplementacio com NR promove aumento dos niveis de NAD* intramuscular

em camundongos C57BL/6J e aumento do contetido proteico de Sirtl.

A suplementagdo via dieta com o precursor de NAD*, Ribosideo de Nicotinamida,
durante cinco semanas promoveu aumento do conteido de NAD* no musculo gastrocnémio de
camundongos C57BL/6J (Figura 6A). Em seguida avaliamos pela técnica de Western Blotting
o contetddo proteico da proteina Sirtl, uma vez que esta € uma proteina NAD+ dependente e
uma das responsdveis por ativar o mecanismo de UPRmt. Observamos que os animais
suplementados com NR durante 5 semanas apresentaram uma tendéncia no aumento do

conteddo proteico de Sirtl, apesar da ndo diferenca estatistica (p=0,1342).

Figura 6 Figura 6: Suplementacio
A mCTL . de 5 semanas com NR
ENR promove aumento dos
1.55 2004
i CTL NR @ P=0.1342 piveis de NAD*
= o 5 1504
% 1.0 £ v-g intramuscular. (A)
2 s[5 - W W ]iB:sirT1 CE,, .
5 8 (07:) o Niveis de NAD* na
< 059 & [——
z © IB: GAPDH Eo 50 musculatura esquelética de
o 5
0.0 0- camundongos C57BL/6J

apo6s 5 semanas de suplementacdo NR. n=5. p<0,001 (B) Contetido proteico de SIRT1 no miisculo gastrocnémio

de camundongos apds 5 semanas de suplementagdo com NR. CTL n=4. NR n=5.

5.2 Suplementacido de Ribosideo de Nicotinamida evita o acimulo de tecido

adiposo, sem promover reduc¢io do peso corporal.

Os animais do grupo NR suplementados durante 5 semanas apresentaram menor acimulo das
gorduras Epididimal, Mesentérica e Retroperitoneal quando comparados aos animais do grupo

controle (Figura 7A, 7B e 7C), porém nao apresentaram diferenca no peso corporal (Figura 7D).

Figura 7 Figura 7: Suplementaciio de 5 semanas
com NR promove reducio do aciimulo
A B C D ECTL
’ ’ ENR de gordura, sem promover reducio do
0.8 0.3 ~0.25 40
= =) peso corporal. (A) Peso da gordura
= ) T 0.20 = 301
go'e' e 02{ W= o g30 Epididimal ap6s 5 semanas de
© C:) o 0.15 sk o
£ 04 o = G20 suplementagdo com NR. (B) Peso da
2 £ 0.1 2 010 S
%_ 0.2 1 % © 005 3 101 gordura Mesentérica apds 5 semanas de
w o o
0.0 = 0.0 4 X .00 . 0 suplementagdo com NR. (C) Peso da
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gordura retroperitoneal apds 5 semanas de suplementacdo com NR. (D) Peso corporal apds 5 semanas de

suplementagdo com NR. CTL n=10. NR n=9. *p<0,05. **p<0,01.
5.3 Suplementacio de NR promove aumento na producao de calor.

A suplementacdo de NR durante 5 semanas promoveu aumento da produgdo de calor
durante 24 horas, principalmente na hora 1 e 3 de andlise, que corresponde as 06:00 e 08:00
(Figura 8A e 8B). Esse aumento da produgdo de calor também pode ser observado a partir de
fotos termograficas, nas quais os animais suplementados com NR apresentaram um aumento
de 5,5% na temperatura da regido Inter escapular (Figuras 8C e 8D), onde localiza-se o Tecido
adiposo marrom, um dos tecidos responsaveis pela termogénese. A partir desses dados,
avaliamos o contetdo proteico da Proteina Desacopladora 1 (Uncouple Protein 1 — UCP1)
responsavel pela producdo de calor no tecido adiposo marrom. Observamos que os animais
suplementados apresentaram um maior conteido proteico de UCP1 no tecido adiposo marrom
(Figura 8E), podendo assim explicar uma maior temperatura corporal e produ¢do de calor por

€sses animais.

Figura 8
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Figura 8: Efeitos da Suplementacao de NR sobre a temperatura corporal. (A) Produ¢ao de calor durante 23
horas de andlise por respirometria indireta ap6s 5 semanas de suplementacio com NR. n= 6. *#=p<0,01. (B) Area
sob a curva referente a producdo de calor durante 23 horas de andlise por respirometria indireta apos 5 semanas de
suplementagdo no NR. n=6. p<0,05. (C) Temperatura da regido interescapular apés 5 semanas de suplementagdo
com NR. CTL n=3, NR n=4. p<0,05. (D) Foto termografica para mensurar produ¢do de calor apds 5 semanas de
suplementacdo com NR. (E) Conteddo proteico de UCPI1 no tecido adiposo marrom apds 5 semanas de

suplementagdo com NR. n=5. p<0,05.
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5.4 Suplementacdao de NR promove tendéncia no aumento do consumo de oxigénio de

camundongos C57BL/6J

A suplementacdo de NR promoveu uma tendéncia de aumento do VO durante 23 horas de
andlise por respirometria indireta, principalmente durante a primeira hora de andlise das 06:00
as 07:00 (Figura 9A e 9B). Esse aumento do VO2 ndo estéd relacionado com o aumento da
atividade locomotora espontanea, uma vez que houve diferenca entre os grupos na atividade

locomotora espontanea no eixo X e no eixo Y (Figura 9C e 9D).

Figura 9
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Figura 9: Efeitos da Suplementacio de NR sobre o VO: e atividade locomotora espontanea. (A) Consumo de
Oxigénio (VO) durante 23 horas de andlise por respirometria indireta apés 5 semanas de suplementagcdo com NR.
#=p<0,05. (B) Area sob a curva referente ao consumo de oxigénio durante 23 horas de andlise por respirometria
indireta apés 5 semanas de suplementagio no NR. (C) Area sob a curva referente a atividade locomotora
espontdnea no eixo X durante 23 horas de andlise por respirometria indireta apds 5 semanas de suplementagcdo no
NR. (D) Area sob a curva referente 2 atividade locomotora espontanea no eixo Y durante 23 horas de andlise por

respirometria indireta apds 5 semanas de suplementagdo no NR. n=6
5.5 Suplementacao de NR promove aumento da forca muscular.

Os animais do grupo NR apresentaram melhor desempenho no teste de producdo de
forca com as quatro patas, Grip Teste, quando comparado com os animais do grupo controle

(Figura 9A).
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Figura 10
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0- Figura 10: Efeitos da Suplementacio de NR sobre a producio de forca das quatro patas. (A)
Producdo de forca no Grip teste apds 5 semanas de suplementacio de NR. Ctl n = 10. NR n=9. **=p<0,01.

5.6 Suplementacao de NR promove inducio do desequilibrio mitonuclear na

musculatura esquelética de camundongos.

A suplementacdo de NR durante 5 semanas em camundongos C57BL/6J promoveu
aumento do conteiido de proteinas produzidas pelo DNA nuclear, como ATP5A (Fig 11A) e
SDHA (Fig 11C), aumentando a razao entre as proteinas mitocondriais e proteinas nucleares

(Fig 11B e Fig 11D), um dos marcadores de ativagdo do mecanismo de UPRmt.

Figura 11
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Figura 11: Efeitos da suplementacio de NR sobre a inducio do desequilibrio mitonuclear. (A) Contetido
proteico de das proteinas MTCO1 e ATP5A no gastrocnémio de camundongos apés 5 semanas de suplementacio
com NR. (B) Razio MTCO1/ATP5A no gastrocnémio de camundongos ap6s 5 semanas de suplementagdo com
NR. n=6. (C) Contetdo proteico de das proteinas MTCO1 e SDHA no gastrocnémio de camundongos apds 5
semanas de suplementacdio com NR. (D) Razdo MTCOI1/SDHA no gastrocnémio de camundongos apds 5

semanas de suplementacao com NR. n=6. *=p<0,05.

5.7 Suplementacio com NR ndo promove aumento da performance aerébia em

animais submetidos a protocolo de exercicio agudo.

A partir da observacdo de que os animais suplementados com NR durante 5 semanas
apresentaram-se fisiologicamente melhores e com aumento dos niveis de NAD" intramuscular,
aventamos a hipdtese se a suplementacdo com NR seria capaz de aumentar a performance
aerébia de forma aguda. Assim avaliamos a performance desses animais apos 4 e 8 semanas de

suplementagao de NR via dieta.
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Os animais dos grupos Exercicio Agudo e Exercicio Agudo + NR foram submetidas ao
protocolo descrito na figura 5, sendo assim apds 4 semanas de suplementacdao com NR do grupo
Exercicio Agudo + NR os animais de ambos os grupos realizaram um teste de poténcia maxima
e ndo apresentaram diferenca na performance aerdbia (Figura 12A). Dessa forma, mantivemos
a suplementagdo por mais 4 semanas, totalizando 8 semanas de suplementacio com NR. Ao
final da oitava semana, os animais de ambos os grupos realizaram novamente o teste de poténcia
maéaxima e novamente os animais do grupo Exercicio Agudo + NR ndo apresentaram diferenca
na performance aerébia quando comparados com animais do grupo Exercicio Agudo (Figura
12B). Além disso, tanto os animais do grupo Exercicio agudo (Figura 12C), quanto os animais
do grupo Exercicio Agudo + NR (Figura 12D) ndo apresentaram alteracdes quando comparados

com eles mesmos no decorrer das 8 semanas de experimento.

Figura 12 Figura 12: Suplementacio
O Pré com Ribosideo de
A. B. O Bargie. D. m4Semanas . . . =
M Exe Agudo M8 semanas Nicotinamida nao altera
+NR 3
e h £ “ith 400y 400 performance aerobia
S S T =
T 3004 ‘@ 3001 % 3004 % 300; durante exercicio agudo.
© Q © e . . .
« 200 «E 200+ S 2004 % 200+ (A) Distancia percorrida
® 2 B & .
A 1004 0O 1004 g 100- g 100- durante teste de Poténcia
0l 0. ol 0. méxima apés 4 semanas de
suplementag@o. B)
4 semanas 8 semanas s .
CTL NR Distancia percorrida

durante teste de Poténcia médxima apds 8 semanas de suplementacido. (C) Distancia percorrida pelo grupo Exercicio
Agudo pré, apds 4 semanas e ap6s 8 semanas de intervengao. (D) Distancia percorrida pelo grupo Exercicio Agudo

+ NR pré, apds 4 semanas e 8 semanas de suplementacado com NR. n=10 animais por grupo.

5.8 Treinamento aerébio associado a suplementacao de Ribosideo de Nicotinamida

por 5 semanas promove aumento da performance aerébia.

Uma vez que a suplementacao de NR por si s6 ndo promoveu alteracdes na performance
aerobia de camundongos, realizamos a associa¢do do treinamento aerébio com a suplementacao
de NR, afim de verificar se essa estratégia poderia promover o aumento da performance aerébio.
Assim os animais dos grupos Exercicio cronico e Exercicio Cronico + NR foram submetidos
ao protocolo de exercicio descrito na figura 4. Apds as 5 semanas de treinamento e
suplementagdo via dieta de NR, os animais do grupo Exercicio Cronico + NR apresentaram
aumento de 32,79% da distancia percorrida, 164,63% do delta da distancia percorrida (Figuras

13A e 13B), 14,50 % da poténcia maxima total e 110% do delta da poténcia maxima (Figura
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13C e 13D), quando comparados com o grupo Exercicio Cronico, mostrando que diferente da
suplementacdo por si sé de NR, a associagdo da mesma com o treinamento aerébio foi eficiente

em promover o aumento da performance.

Figura 13 Figura 13: Suplementacio com NR

associada ao treinamento aerodbio
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bw_ (=) = 10 E 2 treinamento aerdbio. (C) Poténcia Maxima

< o 1
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(D) Delta da Poténcia Maxima apds 5 semanas de treinamento aerébio. n=15. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.

5.9 Suplementacao com NR niao promove reducao do peso corporal em animais

treinados.

Os animais do grupo Exercicio cronico + NR ndo apresentaram reducdo do peso
corporal quando comparados com os animais do grupo Exercicio Cronico (Figura 14A). Porém,
o treinamento foi eficiente em reduzir o peso corporal (Figura 14A), o acumulo das gorduras
epididimal e mesentérica (Figura 14B e 14C) e apresentou tendéncia de reducdo da gordura
retroperitoneal (Figura 14D) de ambos os grupos treinados quando comparado com 0s animais

do grupo controle.

Figura 14 Figura 14: Treinamento
aerébio promove reducio
A B C D EmCTL
) ’ ' B Exe Cronico do acimulo de tecido
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(B) Peso da gordura Epididimal apds 5 semanas de treinamento e suplementagdo com NR. (C) Peso da gordura
Mesentérica ap6s 5 semanas de treinamento e suplementacdo com NR. (D) Peso da gordura Retroperitoneal ap6s
5 semanas de treinamento e suplementacdo com NR Ctl n=10. Exe Cronico n=8. Exe + NR n=9. **p<0,01 vs.

CTL.
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5.10 Suplementacio com NR associada ao treinamento aerébio nao promove

aumento da forca muscular de camundongos C57BL/6J

O treinamento aerdbio em esteira por 5 semanas promoveu uma tendéncia no aumento
da for¢a muscular dos camundongos quando comparado com os animais do grupo controle
(Figura 15A). A suplementagdo com NR associada ao treinamento ndo promoveu alteracdo na
producdo de forca desses animais quando comparado com os animais do grupo apenas treinado
(Figura 15B). Curiosamente, os animais apenas suplementados com NR ndo apresentaram
diferen¢a na producdo de for¢a quando comparado com os animais suplementados e treinados

(Figural5C).

Figur ails Figura 15: Efeitos do treinamento aerébio em
ECTL esteira e da suplementacio de NR sobre a
A. B. C. = gz Erbrieo capacidade de producao de forca com as 4 patas.
2000608 N =it . 2000 m EX,\?RCFGWCO (A) Comparacio da produgio de forca com as 4 patas
ég — %; B %‘;150' apds 5 semanas de treinamento aerébio em esteira e
S 1004 E 100 E 100+ animais sedentarios. (B) Comparagio da produgdo de
é‘ 50- ,i_" 504 a 501 forca com as 4 patas apds 5 semanas de treinamento
o O] 0] s . ~ .
ol o 0. aerdbio em esteira e de suplementacdo associada ao

treinamento aerébio em esteira. (C) Comparagdo da producdo de forca com as 4 patas apds 5 semanas de
suplementacdo e 5 semanas de treinamento aerébio em esteira e suplementagdo. CTL n=10; Exercicio Cronico

n=10; Exercicio Cronico + NR n=10; NR n=9

5.11 Suplementacio de NR associado ao treinamento aerébio promove aumento no

nimero de fibras tipo 1.

A associagdo do treinamento aerébio com a suplementacdo de 5 semanas de NR
promoveu aumento do ndmero de fibras tipo I nesses animais quando comparados com animais
do grupo controle e do grupo NR (Figura 16A). O treinamento apresentou uma tendéncia de
aumento do numero de fibras do tipo I quando comparado aos animais sedentérios (p=0,1104),
enquanto que a suplementacdo de NR isoladamente ndo promoveu alteracdes significativas

(Figura 16A).
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Figura 16 B. Figura 16: Efeitos da
suplementacio de NR e
A, o treinamento aerébio sobre a
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S M EXE E (A) Quantificacdo da
2 104 B EXE + NR be) . .
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porcentagem de fibras do tipo I
quantificadas no grafico A. CTL n=2; NR n =3; Exercicio Cronico n=3; Exercicio Cronico + NR n=3. *= p,0,05

vs. NR. # = p<0,05 vs. Exercicio Cronico.

5.12 Treinamento aerobio promove aumento do contetido proteico de Sirtl e

tendéncia ao aumento dos niveis de NAD* na musculatura esquelética de camundongos

O treinamento aerébio em esteira promoveu uma tendéncia de aumento nos niveis de
NAD+ no musculo gastrocnémio (Figura 17A). A suplementacdo de NR associada ao
treinamento ndo aumento os niveis de NAD* além do que foi aumentado apenas pelo
treinamento (Figura 17A). Consequentemente, o treinamento promoveu aumento do contetido
proteico de SIRT1 no musculo gastrocnémio de camundongos quando comparado com o grupo
controle (Figura 17B). A suplementacdo associada ao treinamento apesar de apresentar um
contetdo proteico de SIRT1 maior que o grupo controle, ndo apresentou diferenca quando

comparado com o grupo Exercicio Cronico (Figura 17B)

Figura 17 Figura  17:
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suplementacio de NR associada, sobre o contetido de NAD+ e contetido proteico de SIRT1 no gastrocnémio
de camundongos. (A) Quantificacdo do conteido de NAD* no gastrocnémio de camundongos treinados e
treinados e suplementados durante 5 semanas. n=5 (B) Conteido proteico de SIRT1 no gastrocnémio de
camundongos treinados e treinados suplementados durante 5 semanas. CTL n=4; Exercicio Cronico n=5; Exercicio

Crdnico + NR n=5. **=p<0,01 VS. CTL.
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5.13 Treinamento promove ativacao da UPRmt, enquanto suplementacio de NR

associada ao treinamento nao promove aumento do desequilibrio mito-nuclear.

O treinamento fisico foi capaz de ativar a via da UPRmt, tanto a partir do desbalanco
mitonuclear (Figl8A e 18B) quanto a partir da ativacdo da chaperona HSP60 (Figura 18E e
18F) quando comparado com os animais do grupo controle. Ao mesmo tempo a suplementacio
de NR associada a 5 semanas de treinamento aerdbio realizado em esteira ergométrica a 60%
da poténcia maxima nao promoveu o aumento do desequilibrio mitonuclear quando comparado
com os animais exercitados (18C e 18D), e consequentemente promoveu alteragdes no

conteudo proteico do marcador de UPRmt, HSP60 (Figura 18E e 18F).
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9 ’ ! 4 . ©c
E i g IB:HSP60 % g 10004 treinamento aerébio em esteira e
c TOo
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g sozonceau o n=5. (E) Conteddo proteico de

HSP60 no gastrocnémio de camundongos apds 5 semanas de treinamento aerébio em esteira e suplementacdo de

NR via dieta. CTL n=3. EXE e EXE + NR n=4. *=p<0,05 vs CTL.
6. Discussao

A suplementagdo com o precursor de NAD*, Ribosideo de Nicotinamida ja é bem

elucidada na literatura em casos de obesidade, esteatose hepatica e modelos de distrofia
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muscular'+3%3

, porém nada € descrito sobre a suplementacdo de NR em modelos saudaveis.
A partir disso, nosso estudo demonstrou que a suplementacdo de NR via dieta durante 5
semanas, na dose de 400 mg/kg/dia, promoveu aumento dos niveis de NAD" no musculo
gastrocnémico de camundongos C57BL/6J magros (Figura 6A), acompanhado do aumento do
conteddo proteico de SIRT1 (Figura 6B). Esses resultados corroboram com dados da literatura
que demonstram que a suplementacdo de NR é capaz de aumentar o conteido de NAD* no

14 com uma dose de 400

quadriceps de camundongos suplementados durante 1 semana
mg/kg/dia. Diferente do que foi demonstrado por Canté e colaboradores, no qual eles
demonstram que os efeitos do NAD+ via SIRT1 correspondem ao aumento da atividade dessa
protefna e niio aumento do contetido proteico da mesma'#, nossas andlises demonstraram uma

tendéncia no aumento do contetido proteico dessa proteina.

A suplementacdo com NR foi eficaz em reduzir o acimulo dos diferentes tipos de tecido
adiposo branco (Epididimal, mesentérico e retroperitoneal), sem promover a reducdo do peso
corporal (Figura 7). Estudos demonstram que a suplementacdo de NR durante 6 e 8 semanas

nio alterou o peso corporal dos animais suplementados!'*>*

, porém diferente do nosso estudo
Cant6 et al. demonstraram que ndo houve alteracdo no conteido massa gorda nos animais
magros suplementados, porém os animais submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram menor
contetido de massa gorda apés 8 semanas de suplementacdo com NR'*. Essa reducdo do
conteddo do tecido adiposo branco pode ser devido ao fato de que os animais suplementados
com NR apresentaram uma maior capacidade na producao de calor durante 23 horas de andlise
(Figura 8A e B), maior temperatura interescapular, onde localiza-se o BAT (Figura 8C) e maior
contetdo proteico de UCP1 no tecido adiposo marrom (Figura 8E), proteina responsédvel pela
termogénese™. Assim a suplementacdo de NR pode ser um importante aliado no processo de
desencadear a termogénese e aumentar o gasto energético, reduzindo assim o acimulo de
gordura corporal. No estudo base do nosso trabalho, foi demonstrado que a suplementacao de
NR durante 8 semanas promoveu uma melhor resposta de manutengdo da temperatura corporal

durante teste de exposi¢@o ao frio tanto para animais magros, quanto para animais obesos que

consumiam dieta hiperlipica.'*

A suplementacdo de NR também pode ser eficiente no aumento do gasto energético,
uma vez que esta apresentou uma tendéncia no aumento do consumo de oxigénio (VO») durante
as 23 horas de andlise por respirometria indireta (Figura 9A e 9B), apesar de ndo promover
alteracOes na atividade locomotora espontanea no eixo X (Figura 9C) e no eixo Y (Figura 9D).

Mais uma vez, nossos dados vao de acordo com dados ja publicados anteriormente, na qual a
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suplementacdo de NR por 10 semanas promoveu uma tendéncia de aumento do VO (p=0,055)
em animais magros € um aumento do VOz nos animais suplementados e alimentados com dieta
hiperlipidica'®. Vale ressaltar que a forma de andlise utilizada no estudo em questio foi a mesma

utilizada em nosso trabalho, a respirometria indireta.

Os animais suplementados com NR por 5 semanas apresentaram melhor desempenho
no teste de produgdo de forca com as 4 patas, Grip teste (Figura 10). Artigo publicado por
Zhang e colaboradores (2016) avaliaram a produc¢do de forca dos animais suplementados com
NR durante 6 semanas via dieta, numa dose de 400 mg/kg/dia através do Grip teste e diferente

do nosso trabalho, nio encontraram diferenca quando comparado com os animais controle>*.

A ativacdo da UPRmt j4 € fortemente descrita como um mecanismo de protecdo e
reparacdo celular frente a estresses fisicos e quimicos que atingem o organismo e pode ser
ativada por diferentes estimulos, dentre eles a suplementacdo com NR>*3, Dessa forma nossos
resultados demostram que a suplementacdo com NR é capaz de promover o desequilibrio
mitonuclear, devido ao fato de aumentar o contetdo de proteinas codificadas pelo DNAn (Fig
11A e 11C). Esses resultados vao de encontro com os estudos previamente realizados com a
suplementacdo de NR em modelo animais, que demonstram um aumento das proteinas
mitocondriais, uma vez que nesses estudos utilizaram-se animais obesos, idosos ou modelo para
distrofia muscular, ndo estando esses em seu estado basal, uma vez que esses modelos
apresentam diferentes caracteristicas de quebra da homeostase metabdlica. Assim, nosso
trabalho demonstra a promog¢ao do desequilibrio mitonuclear, um dos fatores responsaveis pela
ativacdo da via da UPRmt, em individuos em homeostase quando suplementados com NR,
devido ao aumento da quantidade de proteinas nucleares em razdo das proteinas mitocondriais.
Ainda ndo € bem elucidado na literatura, se a diferenca na ativagdo da UPRmt pelo desequilibrio
mitonuclear (aumento das proteinas nucleares ou aumento das proteinas mitocondriais) tem
diferentes efeitos sobre o metabolismo, uma vez que a suplementagdo de resveratrol (conhecido
por aumentar os niveis de NAD") promove o desequilibrio através do aumento das proteinas
nucleares em razdo das protefnas mitocondriais em hepatdcitos de camundongos'?, enquanto
que a suplementagdo com o precursor de NAD*, NR, promove no figado de camundongos
obesos e no musculo de camundongos MDX o desequilibrio a partir do aumento das proteinas
mitocondriais em razdo das proteinas nucleares>>>. Apesar da contradicio dos dados, os
animais suplementados com NR apresentaram-se fisiologicamente melhores que os animais
controles, uma vez que tiveram um menor acimulo de gordura corporal (Figura 7), aumento da

termogénese (Figura 8) e aumento da forca muscular (Figura 10).
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O exercicio fisico vem sendo altamente estudado tanto como estratégia ndo
farmacoldgicas na prevencao de distirbios metabdlicos quanto para performance de atletas.
Cada vez mais, buscam-se estratégias para que os atletas se tornem mais eficientes em seus
esforgos, resultando assim em melhores resultados. A melhora do metabolismo oxidativo esta
diretamente relacionada com o aumento de performance, uma vez que a mobilizacdo de
substratos extra musculares para producao de energia € essencial para manutencao do exercicio
por tempo prolongado. Dessa forma, o aumento da qualidade e quantidade mitocondrial é
essencial para um melhor rendimento dos atletas, uma vez que essa organela estd diretamente

relacionada com a oxidagdo de substratos para produgdo energética.

A partir desses dados, aventamos a hipotese de que a suplementacdo de NR poderia ser
uma importante estratégia no aumento da performance aerébia em exercicio em esteira, uma
vez que os aumentos nos niveis de NAD* intramuscular poderiam contribuir para melhora do

metabolismo oxidativo e aumento da biogénese mitocondrial.

Primeiramente, avaliamos os efeitos da suplementacdo de NR na performance aerébia
de camundongos durante exercicio agudo. Os camundongos forma submetidos ao protocolo de
exercicio agudo (Figura 4) e observamos que os animais suplementados com NR ndo
apresentaram diferenca na performance apds 4 e 8 semanas de suplementacdo quando
comparados com os animais do grupo controle (Figura 12A e 12B). Esses dados diferem dos
dados apresentados no estudo de Kourtzidis e colaboradores, no qual ratos Wistar foram
suplementados durante 21 dias com 300 mg/kg de peso/dia de NR via gavagem e entdo foram
submetidos a um teste de natagio com carga incremental’®. Ao contririo do que foi
demonstrado em nosso trabalho, Kourtzidis et al. demonstraram que esse protocolo de
administracao de NR apresentou uma tendéncia de reducdo da performance dos animais durante
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o teste incremental”®. Essa diferenca de resultados pode ser atribuida a diferencas nas doses,

sendo em nosso trabalho 400 mg/kg/dia via dieta como estabelecido em estudos anteriores'*>?,

e a diferenca no tipo de exercicio.

Uma vez que a suplementacdo por si s6 ndo foi eficiente e aumentar a performance dos
camundongos em teste incremental em esteira, decidimos avaliar se a associacdo do
treinamento aerébio com a suplementacdo de NR poderia promover aumento da performance
aerébia de camundongos. A associacdo das duas intervencdes promoveu aumento tanto da
distancia percorrida quanto o aumento da poténcia mdxima ao final das 5 semanas de

treinamento em esteira ergométrica e suplementagdo com NR via dieta (figura 13). Essa
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melhora da performance de 32,79% da distancia percorrida e 14,50 % da poténcia maxima total,
faz com que o NR possa ser uma importante e eficiente estratégia para a melhora da

performance em atletas que estdo em busca de resultados melhores a cada dia.

Nosso protocolo de treinamento foi capaz de reduzir o peso corporal e reduzir o
contetido de gordura epididimal e mesentérica (Figura 14). Esses dados estdo de acordo com a
literatura, em que o exercicio fisico € uma estratégia consolidada em promover a reducao do
peso corporal e reducido do acumulo de gorduras viscerais®’~°. Como nosso estudo é o primeiro
que demonstra os efeitos da suplementacdo de NR com o treinamento aerébio, foi observado
que a associagdo dos dois ndo promoveu uma redu¢ao maior que o exercicio do peso corporal

e das gorduras viscerais (Figura 14) quando comparado com os animais controle.

O treinamento em esteira foi capaz de promover uma tendéncia no aumento da produgao
de forca com as 4 patas (Figura 15A) quando compara com os animais controle, porém nao
encontramos diferenca na producao de for¢a com as 4 patas quando associamos o treinamento
aerobio em esteira com a suplementacdo de NR (Figura 15B). Interessantemente, os animais
apenas suplementados apresentaram o mesmo desempenho que os animais treinados e

suplementados no Grip teste (Figura 15C).

Assim como ja foi demonstrado na literatura que o treinamento € capaz de aumentar o
niveis de NAD™** nosso trabalho demonstra que o treinamento aerébio em esteira de 5
semanas, promove uma tendéncia de aumento dos niveis de NAD" intramuscular (p=0,0633)
(Figura 18A). A suplementag@o de NR associada ao treinamento ndo foi capaz de aumentar os
niveis de NAD" comparado apenas com o grupo treinado, apesar de apresentar uma tendéncia
de contetido de NAD* maior que o grupo controle. Mesmo associando as duas estratégias de
aumento dos niveis de NAD+ o grupo Exercicio Cronico + NR ndo apresentou maior niveis de

NAD* que os grupo Exercicio Cronico e o grupo NR.

Para avaliar os efeitos da suplementacdo de NR e do treinamento sobre o metabolismo
oxidativo, avaliamos o contetido de fibras do tipo I no muisculo gastrocnémio de camundongos
dos grupos Controle, NR, Exercicio Cronico e Exercicio Cronico + NR. A partir do protocolo
de ATPase, no qual marcamos as fibras do Tipo I em tampao 4cido de PH 3.4 e em analises por
microscopia Optica, observamos que a suplementagcdo por si s6 ndo promoveu aumento do
numero de fibras do tipo I, enquanto que o treinamento apresentou uma tendéncia (p=0,1104)
quando comparado com os animais controle. O treinamento aerdbio ja é conhecido como um

promotor da transformacao das fibras musculares treinadas que passam a ter um perfil mais
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oxidativo, ou seja, tornam-se mais parecidas com as fibras do tipo I°® . E a associacdo do
treinamento aerébio em esteira e a suplementacdo de NR mostrou-se eficiente em promover o
aumento de fibras com perfil mais oxidativo, ou seja, promoveu o aumento no nimero de fibras
do tipo I no gastrocnémio de camundongos quando comparado com os animais dos grupos

Controle e NR (Figura 16).

O treinamento em esteira foi capaz de aumentar o conteudo proteico de SIRT1 no
musculo gastrocnémio quando comparado com os animais controle, porém, a associacdo do
treinamento com a suplementacdo de NR ndo aumentou esse contetido proteico mais que 0
grupo treinado (Figura 17B). Huang et al. (2016) demonstram que o treinamento de natacao
durante 9 semanas promoveu aumento do contetudo proteico de SIRT1 no gastrocnémio e soleo

de camundongos Swiss®.

Apo6s avaliagdo dos parametros anteriores, partimos para avaliagdo molecular, afim de
verificar a capacidade o exercicio fisico ativar a via da UPRmt, uma vez a ativacdo desse
mecanismo, como descrito anteriormente, estd associada com os aumentos dos niveis de NAD*
e SIRT1 e tem como consequéncia o aumento da biogénese mitocondrial. Demonstramos que
o treinamento aerébio promove aumento das proteinas mitocondriais (MTCO1) no musculo
gastrocnémio, conforme a figura 18A e apresenta uma tendéncia em promover o desequilibrio
mito-nuclear quando comparado com os animais do grupo controle (Figura 18B). Esse
desequilibrio mitonuclear promovido pelo Exercicio ocorre de forma diferente da
suplementacdao de NR, uma vez que demonstramos que a suplementacdo de NR promoveu o
aumento do contetiido proteico de proteinas nucleares (Figural 1A), enquanto que o exercicio
promoveu o aumento dos niveis das proteinas mitocondriais (Figura 18A). Dessa forma,
explica-se o fato de que ndo observamos um desequilibrio mitonuclear na musculatura
esquelética dos animais dos grupos Exercicio cronico + NR quando comparado com os animais
do grupo Exercicio Crénico (Figura 18C e 18D), uma vez que a suplementacio de NR foi capaz
de aumentar os niveis de proteinas nucleares enquanto que o treinamento é capaz de aumentar
as proteinas mitocondrias, ndo provocando assim um desequilibrio entre ambas. Além disso o
exercicio foi capaz de aumentar o contetido proteico da chaperona HSP60, outro marcador de
UPRmt, enquanto que ndao houveram alteracdes quando foi suplementado NR associado ao
treinamento (figura 18E). Dessa forma, postulamos que a associa¢do do treinamento aerébio
com a suplementacdo de NR pode ter promovido o desencadeamento da UPRmt previamente
as 5 semanas, diferentemente de quando utilizamos apenas a intervencdo do treinamento

aerobio.
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7. Conclusao

A suplementacdo com o precursor de NAD*, Ribosideo de Nicotinamida, em animais
jovens sauddveis, promove redu¢do da gordura corporal, aumento da termogénese € aumento
da forga, além de promover o desequilibrio mito-nuclear, através do aumento da quantidade de
proteinas nucleares, ativando o mecanismo de UPRmt. Por outro lado, a suplementacdo de NR
associado ao treinamento fisico ndo promoveu ativacdo do mecanismo de UPRmt, apesar de
promover aumento da performance aerébia desses animais e aumentar o nimero de fibras

oxidativas.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Efeitos da suplementacdo de Nicotinamida Ribosoide sobre a
UPR mitocondrial na_ musculatura_esquelética e sobre a performance aerébia de camundongos,

registrada com o n° 4188-1, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Eduardo Rochete Ropelle e Barbara

Moreira_Crisol, que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de
acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos
para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdgo Animal (CONCEA), tendo sido
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -
CEUA/UNICAMP, em 26 de abril de 2016.

Finalidade: ( ) Ensino ( X)) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/06/2016-01/12/2017

Vigéncia da autorizagdo para manipulacido | A PARTIR DE 26/04//2016

animal:

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6J

No. de animais: 80

Peso / Idade: 08 semanas / 259

Sexo: machos

Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovagao pela CEUA/UNICAMP né&o dispensa autorizag&o prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio.
Campinas, 26 de abril de 2016.

Dhasvone A (o

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fatimawef(so !
Presidente Secretéaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengdo ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este
protocolo: até 30 dias ap6s o encerramento de sua vigéncia. O formulario encontra-se
disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, area do pesquisador responsavel. A nido
apresentacdo de relatério no prazo estabelecido impedira que novos protocolos sejam
submetidos.
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