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RESUMO

O sistema de defesa antioxidante enzimatico, formado pelas enzimas Superdxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa peroxidase (GPX), € responsavel por
detoxificar as espécies reativas do oxigénio (ERO). As ERO possuem uma alta
capacidade oxidativa, e quando produzidas de forma que exceda a capacidade do sistema
de defesa antioxidante, ocorre o processo chamado de desequilibrio redox (DR). O DR
estd associado a alguns disturbios no tecido muscular, como a sarcopenia e distrofia
muscular de Duchenne. O exercicio fisico cronico atenua o DR, adaptando o sistema de
defesa antioxidante. Entretanto, essa adaptacdo pode ser modulada por alguns fatores,
como a intensidade do exercicio, o volume do treinamento, e o tipo de fibra predominante
no tecido muscular. Dessa forma, o objetivo do nosso estudo foi avaliar o efeito de
diferentes volumes de exercicio fisico aerébio sobre a atividade das enzimas SOD e GPX
nas fibras glicoliticas do musculo gastrocnémio de ratos Wistar. Foram utilizados 24 ratos
machos da linhagem Wistar com 60 dias de idade, mantidos em ciclo claro e escuro de
12h com agua e comida ad libitum. Os animais foram divididos em quatro grupos: grupo
controle (CON), sedentério (SED), treinado por uma hora (T1) e treinado por duas horas
(T2), ambos o0s grupos contendo 6 animais. Os animais do grupo SED, T1 e T2 passaram
por um periodo de oito semanas de adaptacdo em uma esteira adaptada, enquanto o grupo
CON néo realizou nenhum exercicio fisico. Apos o periodo de adaptacdo, os animais
realizaram um Teste de Velocidade Maxima (TVM). O TVM foi utilizado para separagdo
dos grupos e garantir homogeneidade do experimento. Apds o TVM, 0s animais do grupo
SED foram mantidos sedentarios e ndo voltaram mais para a esteira, enquanto o grupo T1
treinou por mais uma semana, uma hora por dia a uma velocidade de 1,2 km/h e o grupo
T2 treinou por mais duas semanas duas horas por dia na mesma velocidade. A eutanasia
foi feita por Didxido de Carbono (CO2) e a porcdo do gastrocnémio branco foi dissecada
e armazenada em nitrogénio liquido e posteriormente a -80 °C. A atividade da enzima
SOD foi mensurada a partir do auto oxidacdo da adrenalina e lida em espectrofotdmetro
em um comprimento de onda de 480 nm. A atividade da enzima GPX foi mensurada
segundo o protocolo descrito por Aebi. Os dados demonstraram um aumento significativo
da atividade da SOD do grupo T1 comparado ao grupo CON (p<0,001), e do grupo T2
comparado ao grupo CON (p<0,01), como também, do grupo SED comparado ao CON
(p<0,01). Houve um aumento significativo da atividade da enzima GPX do grupo T1,
guando comparado aos grupos CON (p<0,01) SED (p<0,05). Dessa forma, concluiu-se
que as enzimas SOD e GPX nas fibras musculares glicoliticas responderam de forma
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distinta ao exercicio fisico e 0 volume de treino foi um fator modulador da adaptacéo do
sistema de defesa, 0 que gerou diferentes respostas nas duas enzimas.

Palavras chaves: Exercicio fisico, Enzimas antioxidantes, Desequilibrio redox.

1 INTRODUCAO

Durante a metabolizacdo do oxigénio (O2) para produgéo de energia para as
células, ocorre a formacdo de subprodutos, que sdo as espécies reativas de oxigénio
(ERO). As ERO sdo moléculas com uma alta capacidade oxidativa e podem ser
classificadas como radicalares e n&o radicalares. (POWERS et al, 2011). Uma vez que
essas ERO sdo formadas a partir do metabolismo do O2, é necessario que haja um sistema
capaz de detoxificar essas moléculas. Este € chamado sistema de defesa antioxidante,
formado pela as enzimas Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa
peroxidase (GPX), além de outras enzimas e moléculas antioxidantes ndo enzimaticas.
As ERO séo moléculas instaveis e reativas capazes de interagir facilmente com lipidios,
proteinas, DNAs e RNAs, dentre outras moléculas (SIES, 1997). Devido a isso, é notavel
a relacdo das ERO com varias patologias, por exemplo, cancer e distrofia muscular de
duchenne. Caso haja uma superproducdo de ERO de forma que exceda a capacidade do
sistema de defesa antioxidante, ocorre um processo chamado de desequilibrio redox
(LIOCHEV et al., 2013).

O exercicio fisico praticado de forma aguda aumenta as taxas de producao das
EROs, tanto no musculo esquelético, como também em outros 6rgdos. Com a repeticdo
regular do exercicio fisico (treinamento), os musculos aumentam a sua capacidade
antioxidante, tornando-os mais protegidos contra as ERO formadas (FINAUD et al,
2006). Alguns fatores podem influenciar a adaptacdo do sistema de defesa antioxidante
ao exercicio, que sdo o tipo de exercicio, intensidade, volume e o tipo de fibra
predominante em determinado musculo esquelético. (GIBALA et al., 2012).

O musculo esquelético possui variados tipos de fibras, que podem ser classificadas
em vermelhas, as que possuem o metabolismo predominantemente oxidativo, e as brancas
com o metabolismo predominantemente glicolitico (MINAMOTO, 2005). A maior
formacgédo de agentes antioxidantes e pro-oxidantes encontra-se nas fibras vermelhas

devido a seu modo oxidativo de produzir energia (MINAMOTO, 2005). Entretanto, a
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resposta do sistema de defesa antioxidante ao exercicio nas fibras brancas ainda nao esta
clara.

Dessa forma, a fim de esclarecer questdes acerca da resposta do sistema de defesa
antioxidante ao exercicio nas fibras glicoliticas, e determinar qual volume de treino seria
ideal para exercer uma resposta efetiva, o objetivo do nosso estudo foi avaliar o efeito de
diferentes volumes de exercicio fisico aerobio sobre a atividade das enzimas SOD e GPX

nas fibras glicoliticas do musculo gastrocnémio de ratos Wistar.

2 METODOLOGIA

Foram utilizados 24 ratos machos albinos da linhagem Wistar, com 60 dias de
vida, obtidos do biotério do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas da Universidade
Estadual do Ceara (UECE). Os animais foram mantidos em condic¢des ideais, em ciclo
claro/escuro (12h/12h), e com racdo e agua ad libitum. O estudo foi composto por 4
grupos experimentais, Controle (CON) (n=6), Sedentéario (SED) (n=6), treinado por uma
hora (T1) (n=6) e treinado por duas horas (T2) (n=6).

Os animais foram ambientados e adaptados fisicamente, por oito semanas, em
uma esteira ergométrica adaptada, iniciando as 18 h, durante 5 dias por semana, por dez
minutos a uma velocidade que variou de 0,4 a 1,1km/h, com o incremento da velocidade
de 0,1km/h a cada semana. Para uma homogeneidade no experimento, foi utilizado um
Teste de Velocidade Maxima (TVM). O teste foi realizado na sexta-feira da oitava
semana do periodo de adaptacdo. O teste iniciou a uma velocidade de 0,3 km/h e a cada
3 minutos foram acrescidos 0,2 km/h de velocidade até o aparecimento da exaustdo do
animal. A exaustdo dos animais foi determinada pela recusa do animal a corrida mesmo
sob estimulacdo manual e pela perda da coordenacdo das patas anteriores e posteriores.
Foi estabelecido que os animais que ficassem fora da faixa de velocidade entre 1,7 a 2,3
km/h seriam excluidos do experimento.

Na primeira semana ap6s o TVM, todos os animais denominados SED foram
mantidos sedentarios e ndo voltaram mais para esteira. J& 0s animais dos grupos
denominados T1 e T2 iniciaram 0 treinamento, enquanto 0s animais do grupo
denominado CON n&o fizeram nenhum exercicio fisico desde o inicio do estudo. Na
primeira semana ap6s o0 TVM todos 0s grupos treinados correram por trinta minutos. O
grupo T1 treinou por mais uma semana por uma hora. O grupo T2 treinou por mais duas

semanas uma hora na segunda semana e duas horas na terceira semana. No inicio do
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treinamento 0s animais passaram por um aquecimento de trés minutos, onde a velocidade
variou de 0,6 km/h, 0,9km/h e 1,1km/h respectivamente a cada minuto, ja no quarto
minuto a velocidade foi para 1,2km/h, que é a velocidade que se deu ao restante do
treinamento. Ao termino do exercicio ocorreu um desaquecimento de dois minutos, onde
a velocidade variou de 0,9km/h e 0,6 respectivamente. Esse tempo de cinco minutos de
aquecimento e desaquecimento foi contabilizado como tempo de treinamento.

A eutanasia foi feita por Dioxido de Carbono (CO2), trinta e seis horas apds o
ultimo dia de treinamento e porgGes do gastrocnémio branco foram dissecadas e
armazenadas em nitrogénio liquido a -80 oC. Para extracdo de proteinas foi feito a
homogeneizacdo de 100 miligramas de tecido muscular em 1 mililitro de tampao fosfato
de potéssio (KPE). Assim, o sobrenadante foi retirado contendo as proteinas. O contetdo
de proteina foi determinado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A atividade
da enzima SOD foi mensurada pela auto-oxidacdo da adrenalina medida em
espectrofotémetro (480nm), expressa em U de SOD/mg de proteina (BANNISTER, J.V.
E CALABRESE, L., 1987). Atividade da enzima GPX foi mensurada a partir da taxa de
decaimento da NADPH, determinada por espectrofotometria (340nm), e expressa em
mM/min/mg de proteina (FLOHE E GUNZLER, 1984).

A significancia estatistica foi considerada quando os resultados apresentaram
probabilidade de ocorréncia da hipo6tese nula menor que 5% (p< 0,05). Para comparacao
dos grupos foi utilizado a Analise de Variancia (ANOVA) One-way e pos teste de tukey
para multiplas comparagdes respeitando as hipdteses de normalidade de distribuicéo.

3 RESULTADOS

Os dados encontrados mostram um aumento significativo da atividade da enzima
GPX do grupo T1, quando comparado aos grupos CON (p<0,01) SED (p<0,05). Nota-se
uma tendéncia de aumento da atividade da enzima no grupo T2, entretanto, ndo houve

diferenga significativa em relagéo aos outros grupos (Fig. 1).
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FIGURA 1 — Atividade da enzima GPX nas fibras brancas do musculo gastrocnémio.
Gastrocnémio Branco

GPx uM/min/mg ptn

Quanto a atividade da enzima SOD, os dados demonstraram um aumento
significativo do grupo T1 comparado ao grupo CON (p<0,001), e do grupo T2 comparado
ao grupo CON (p<0,01), como também, do grupo SED comparado ao CON (p<0,01).

FIGURA 2 — Atividade da enzima SOD nas fibras brancas do musculo gastrocnémio.
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Os valores da atividade enzimatica representam a média + erro padrdo e sdo
expressos em unidade de SOD por miligrama de proteina. Diferengas estatisticas

significantes entre os grupos sdo representadas por * (p<0,05), ** (p<0,01) e ***

(p<0,001).

4 DISCUSSAO
Ha algum tempo ja se sabe que a pratica de exercicios como componente do dia-
a-dia condiciona o individuo de forma benéfica, e que a carga aguda pode causar
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problemas como lesbes musculares e situacdo de overtraining, com grande parcela de
culpa devido a producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio e o consequente
estresse oxidativo (CRUZAT, 2007). Em resposta, para se adaptar a esse estresse o
organismo produz de forma aumentada a sintese de enzimas como a SOD e a GPX,
preparando 0 organismo para as possiveis proximas cargas a fim de manter o equilibrio
redox no corpo (CLARKSON, 1988; PEDERSEN, 1988). Além disso, no que diz respeito
as fibras musculares, a literatura sugere que a atividade da SOD é maior em fibras de
elevada capacidade oxidativa (ANTUNES-NETO, 2008).

No nosso estudo, foi verificado que as fibras glicoliticas também séo sensiveis as
ERO, o que foi possivel gerar uma resposta adaptativa, caracterizada por um aumento na
atividade das enzimas SOD e GPX. Foi visto que essa adaptacdo pode ser modulada pelo
fator volume de treino, e que esse volume possui influencia distinta nas enzimas SOD e
GPX, onde na enzima GPX o volume de 2 horas de treino ndo gerou aumento de

atividade, aumento que pode ser observado na enzima SOD.

5 CONCLUSAO

Dessa forma, concluiu-se que as enzimas SOD e GPX nas fibras musculares
glicoliticas respondem de forma distinta ao exercicio fisico. Como demonstrado em
nossos resultados, o volume de treino foi um fator modulador da adaptacédo do sistema de

defesa, gerando diferentes respostas nas duas enzimas.
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