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RESUMO

O Desequilibrio Redox (DR), que ocorre quando ha uma excessiva producao de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO) de forma que exceda a capacidade do sistema de defesa
antioxidante, € um processo que esta associado a alguns disturbios no tecido muscular,
por exemplo, sarcopenia e distrofia muscular de Duchenne. O exercicio fisico praticado
de forma cronica é capaz de aumentar a capacidade antioxidante das fibras musculares,
tornando-as adaptadas para manter o equilibrio redox. A adaptacéo do sistema de defesa
antioxidante no musculo esquelético em resposta ao exercicio fisico depende de alguns
fatores, por exemplo, a intensidade do treino, volume do exercicio fisico e quanto ao tipo
de fibra. Sendo assim, o objetivo deste estudo verificar o efeito de diferentes volumes de
exercicio fisico sobre a atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) em fibras
oxidativas e glicoliticas do musculo esquelético 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 &gua e comida ad libitum. Os animais foram divididos em quatro grupos: grupo
controle (CON), sedentario (SED), treinado por uma hora (T1) e treinado por duas horas
(T2), ambos os 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. Apds o periodo de adaptacdo, os animais
realizaram um Teste de Velocidade Maxima (TVM). O TVM foi utilizado para separacao
dos grupos e garantir homogeneidade do experimento. Apds 0 TVM, os animais do grupo
SED foram mantidos sedentarios e nao 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 porcbes do gastrocnémio vermelho e branco
foram dissecadas e armazenadas em nitrogénio liquido e posteriormente a -80 °C. Para
analisar a atividade da enzima CAT, as amostras foram colocadas em um
espectrofotémetro e lidos em um comprimento de onda de 240 nm, como descrito no
protocolo de Aebi. Os resultados foram avaliados por anélise de variancia (ANOVA -
oneway) e pos teste de Tukey (p <0,05). Os resultados mostraram um aumento
significativo da atividade da enzima CAT do grupo T2 comparado ao grupo T1 (p<0,01),
SED (p<0,001) e CON (p<0,0001) nas fibras vermelhas. Nas fibras brancas, houve um
aumento significativo da atividade da enzima CAT do grupo T2 comparado ao grupo SED
(p<0,001) e CON (p<0,05). Concluimos que o volume de treinamento possui uma
influéncia significativa sobre a atividade da enzima CAT, influencia observada tanto nas

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.4, p. 41348-41356 apr 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

41350

fibras vermelhas, quanto nas fibras brancas. O volume de treinamento de duas horas foi
mais eficiente para modular atividade da enzima em ambos os tipos de fibras.

Palavras chaves: Desequilibrio Redox, Musculo Esquelético, Exercicio Fisico.

ABSTRACT

The Redox Imbalance (DR), which occurs when there is an excessive production of
Reactive Oxygen Species (ROS) in a way that exceeds the capacity of the antioxidant
defense system, is a process that is associated with some disorders in muscle tissue, for
example, sarcopenia and Duchenne muscular dystrophy. Exercise practiced chronically
is capable of increasing the antioxidant capacity of the muscle fibers, making them
adapted to maintain the redox balance. The adaptation of the antioxidant defense system
in skeletal muscle in response to exercise depends on some factors, such as training
intensity, exercise volume, and fiber type. Thus, the aim of this study was to verify the
effect of different volumes of exercise on the activity of the antioxidant enzyme catalase
(CAT) in oxidative and glycolytic fibers of the skeletal muscle of Wistar rats. Twenty-
four male Wistar rats aged 60 days were used, maintained on a 12h light-dark cycle with
food and water ad libitum. The animals were divided into four groups: control group
(CON), sedentary group (SED), trained for one hour (T1) and trained for two hours (T2),
both groups containing 6 animals. The animals in the SED, T1, and T2 groups went
through an adaptation period of eight weeks on an adapted treadmill, while the CON
group did not perform any exercise. After the adaptation period, the animals performed a
Maximum Speed Test (TVM). The MVT was used to separate the groups and ensure the
homogeneity of the experiment. After the TVM, the animals in the SED group were kept
sedentary and did not return to the treadmill, while group T1 trained for another week,
one hour a day at a speed of 1.2 km/h, and group T2 trained for another two weeks, two
hours a day at the same speed. Euthanasia was performed by Carbon Dioxide (CO2) and
portions of the red and white gastrocnemius were dissected and stored in liquid nitrogen
and subsequently at -80 °C. To analyze CAT enzyme activity, samples were placed in a
spectrophotometer and read at a wavelength of 240 nm as described in Aebi's protocol.
The results were evaluated by analysis of variance (ANOVA - oneway) and post Tukey's
test (p <0.05). The results showed a significant increase in CAT enzyme activity of group
T2 compared to group T1 (p<0.01), SED (p<0.001) and CON (p<0.0001) in red fibers.
In white fibers, there was a significant increase in CAT enzyme activity of group T2
compared to group SED (p<0.001) and CON (p<0.05). We conclude that training volume
has a significant influence on CAT enzyme activity, an influence observed in both red
and white fibers. The training volume of two hours was more efficient to modulate the
enzyme activity in both types of fibers.

Keywords: Redox Imbalance, Skeletal Muscle, Physical Exercise.

1 INTRODUCAO

Para suprir as necessidades metabolicas das células é necessario o consumo de
oxigénio (O2). Por sua vez, a metaboliza¢do do O2 causa a producdo de subprodutos, por
exemplo, as espécies reativas de oxigénio (ERO) (POWERS et al, 2011). As ERO podem

ser classificadas em radicalares, conhecidas como radicais livres (RL), como exemplo o

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.4, p. 41348-41356 apr 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

41351

anion superédxido (O2+-) e o radical hidroxila (OHe), e ndo-radicalares, como o peroxido
de hidrogénio (H202) (HALLIWELL, 1991). As ERO possuem uma elevada capacidade
de desarranjo bioquimico, o que pode causar danos a moléculas e estruturas importantes
como DNA, RNA, proteinas e lipidios de membrana (SIES, 1997).

Para evitar que essas moléculas causem danos as estruturas celulares, os
organismos desenvolveram mecanismos capazes de detoxificar essas moléculas, o
sistema de defesa antioxidante (BANERJEE et al, 2003). Quando o individuo é submetido
a uma unica sessdo de exercicio extenuante ocorre uma elevada producdo de ERO, de
modo que o sistema de defesa antioxidante ndo consegue detoxificar essas moléculas,
gerando um quadro chamado de desequilibrio redox (DR) (SIES, 1997). Estudos
evidenciam que o DR esté associado a algumas disfun¢des no masculo esquelético, por
exemplo, sarcopenia (LEITE et al, 2012), distrofia muscular de Duchenne
(KHAIRALLAH et al, 2012), dentre outras. Em contrapartida, o exercicio fisico
praticado de forma cronica é capaz de aumentar a capacidade antioxidante das fibras
musculares, tornando-as adaptadas para manter o equilibrio redox (FINAUD et al, 2006).

A adaptacdo do sistema de defesa antioxidante no musculo esquelético em
resposta ao exercicio fisico depende de alguns fatores, por exemplo, a intensidade do
treino, volume do exercicio fisico (SEN, 1995; JI, 2002; SCHNEIDER & OLIVEIRA,
2004) e quanto ao tipo de fibra (SCHIAFFINO & REGGIANI, 2011). As enzimas
superoxide dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX) nas fibras musculares
glicoliticas respondem de forma distinta ao exercicio fisico (MENDES et al, 2021).

No musculo esquelético, basicamente, existem dois tipos de fibras: as fibras
musculares de contracao lenta, chamadas de fibras vermelhas, que sdo caracterizadas pelo
metabolismo oxidativo, pois possuem alta concentracao de mitocéndrias e mioglobina; e
as fibras de contracdo rapida, conhecidas como fibras brancas, que séo caracterizadas pelo
metabolismo glicolitico, pois possuem baixas quantidades de mitocéndrias em relacédo as
fibras vermelhas (SCHIAFFINO & REGGIANI, 2011). Dessa forma, o presente estudo
tem como objetivo verificar o efeito de diferentes volumes de exercicio fisico sobre a
atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) em fibras oxidativas e glicoliticas do

musculo esquelético 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
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Estadual do Ceara (UECE). Os animais foram mantidos em condicdes 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), Sedentario (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 Méaxima (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 estimulagdo 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 apos o0 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 o treinamento, enquanto os animais do grupo
denominado CON né&o fizeram nenhum exercicio fisico desde o inicio do estudo. Na
primeira semana ap6s 0 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
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 — velocidade considerada para Maxima Fase Estavel de Lactato. 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
Gltimo dia de treinamento e por¢des do gastrocnémio vermelho e branco foram dissecadas
e armazenadas em nitrogénio liquido posteriormente a -80 °C.

Para extracao de proteinas foi feito a homogeneizacdo de 100 miligramas de tecido

muscular em 1 mililitro de tampao fosfato de potassio (KPE). Assim, o sobrenadante foi
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retirado contendo as proteinas. O contetido de proteina foi determinado pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Em seguida, com a utilizacdo do espectrofotdmetro, a
analise bioquimica que avalia a atividade da enzima CAT foi mensurada em resposta a
quantidade de peroxido de hidrogénio pelo método de AEBI (1984) e os valores da CAT
foram corrigidos pelo valor da proteina de cada amostra (U catalase/mg proteina).

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

3 RESULTADOS

Nas fibras vermelhas do musculo gastrocnémio, observou-se um aumento
significativo da atividade da enzima CAT do grupo T2 comparado ao grupo T1 (p<0,01),
como também comparado ao grupo SED (p<0,001) e ao grupo CON (p<0,0001).
Observa-se uma tendéncia de aumento do grupo T1, todavia ndo houve diferenca

significativa em relacdo aos grupos SED e C (Fig. 1).

FIGURA 1 — Atividade da enzima antioxidante CAT na porcdo vermelha do masculo gastrocnémio. Os
valores da atividade enzimatica representam a média * erro padrdo e sdo expressos em unidade de catalase
por miligrama de proteina. Diferencas estatisticas significantes entre os grupos sdo representadas por *
(p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001) e **** (p<0,0001).

Gastrocnémio vermelho

*kokok

1.59 T 1
Kk
T 1
- *%
c 1
-
o 1.0 1 -T-
=]
E
2
= 0.5+
<
o
0.0~ T T
CON SED T1 T2

Nas fibras brancas, observou-se um aumento significativo da atividade da enzima
CAT do grupo T2 comparado ao grupo SED (p<0,001) e ao grupo C (p<0,05).
Novamente, é notavel a tendéncia de aumento do grupo T1, porém sem diferenca

estatistica quando comparado aos outros grupos (Fig. 2).
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FIGURA 2 — Atividade da enzima antioxidante CAT na porg¢ao vermelha do musculo gastrocnémio. Os
valores da atividade enzimatica representam a média + erro padréo e sdo expressos em unidade de catalase
por miligrama de proteina. Diferencas estatisticas significantes entre 0s grupos sdo representadas por *
(p<0,05) e *** (p<0,001).
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4 DISCUSSAO

Diferentes tipos de fibras musculares esquelética podem ter produces diferentes
de agentes pro-oxidantes e antioxidantes, ja que as fibras vermelhas possuem uma maior
quantidade de mitocondrias em comparagdo as fibras brancas (SCHIAFFINO &
REGGIANI, 2011). Entretanto, foi observado no nosso estudo que as fibras glicoliticas e
oxidativas responderam de forma semelhante ao exercicio fisico.

Os dados do presente estudo corroboram com os resultados encontrados por
Schneider e Oliveira (2004), o qual mostraram em seu estudo que as variaveis de
intensidade e volume do exercicio fisico pode promover uma melhora do sistema de
defesa antioxidante do musculo esquelético. Resultados esses que ficaram evidentes em
nosso estudo, pois observamos que o volume de treino de duas horas foi mais eficiente
para gerar uma adaptacéo no sistema de defesa antioxidante, demonstrando que volume

de treino pode modular a adaptacdo desse sistema.

5 CONCLUSAO

Dessa forma, concluiu-se que diferentes volumes de treinamento possui uma
influéncia significativa sobre a atividade da enzima CAT, tanto nas fibras vermelhas,
quanto nas fibras brancas. O volume de treinamento de duas horas foi mais eficiente para

estimular uma melhor resposta da atividade da enzima CAT.
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