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CINETICA DE ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES APOS EXERCICIO
AGUDO COM INTENSIDADE PROGRESSIVA EM RATOS SEDENTARIOS

RESUMO

Fisiologicamente o exercicio fisico aumenta o consumo de oxigénio.
Associados a esse processo ocorre um aumento na producao de espécies ativas de
oxigénio (EAO). Em resposta ao dano muscular, alguns mecanismos sao
desencadeados entre eles a modulagdo na concentragdo das enzimas antioxidantes
frente a uma sessdo aguda de exercicio de resisténcia aerdbia. Contudo, a maioria
dos trabalhos cientificos tem avaliado esses mecanismos de protecéao até o maximo
de 48 horas apo6s o término do exercicio, e ha um conflito de evidencias sobre a
resposta antioxidante apdés um turno agudo de exercicio de resisténcia aerdbia.
Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a cinética de ativacdo das
enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GSH-Rd) quanto a sua atividade nos diferentes
momentos (0-1-2-4-8-12-24-48-72 horas) apdés o término do exercicio com
intensidade progressiva até a exaustao. Foram utilizados ratos Wistars, com 90 dias
de vida. A atividade maxima das enzimas foi determinada por espectrofotometro, Na
analise estatistica a homocedasticidade foi checada pelo teste F (Levenes), e o teste
ANOVA, foi considerado como significante P<0,05. Resultados: Limiar anaerébio 26
m/min por 10% de inclinacdo sendo este a MLSS. O OPLA teve velocidade
correspondente a 17 m/min. Padronizacdo de exaustao: tempo de 60 min com
76,7% dos animais entraram em exaustéo na velocidade de 25m/min x 10° e 23,3%
em 21m/min x 10°. No musculo EDL a atividade da GSH-Rd aumentou 26,67% no
grupo 72 horas, ndo foi significante para a enzima SOD e diminuiu 25,54% para a
enzima CAT. No musculo séleo a atividade da GSH-Rd, nao foi significante, para a
enzima SOD diminuiu em (-37,99; -28,30; -31,18; -55,72; -42,88; -30,83%) para os
grupos (0; 1; 2; 4; 12; 48 horas) respectivamente e na enzima CAT diminuiu (-
24,40%) para o grupo 4horas. Concluimos que houve uma diminuicdo da
capacidade antioxidante, em periodos de até 48 horas apds o exercicio e
reestabelecendo-se 72 horas mais tarde. Mostrando uma necessidade de um maior
periodo de recuperacao (até 3 dias).
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KINETICS OF ACTIVITY OF THE ANTIOXIDANT ENZYMES AFTER ACUTE
EXERCISE WITH PROGRESSIVE INTENSITY IN SEDENTARY MICE

ABSTRACT

In physiology the physical exercise increases the consumption of oxygen.
Associates to that process has increase in the production of active species of
oxygen (EAO). in response to the muscular damage, some mechanisms are
unchained among them the modulation in the concentration of the enzymes
antioxidant front to a sharp session of exercise of aerobic resistance. However, most
of the scientific works has been evaluating those protection mechanisms to the
maximum of 48 hours after the end of the exercise, and there is a conflict of
evidences on the antioxidant answer after a acute exercise of aerobic resistance.
Like this, the present study had as objective evaluates the kinetics of activation of the
antioxidant enzymes (SOD, CAT, GSH-Rd) as for his/her activity in the different
moments (0-1-2-4-8-12-24-48-72 hours) after the end of the exercise with
progressive intensity until the exhaustion. Methods: Mice were used. The maximum
activity of the enzymes was determined by spectrofotometro, Statistical Analysis: The
homocedasticidade was checked by the test F (Levenes), and the test ANOVA, was
considered like significant P <0,05. Results: Threshold anaerobic 26 m/min for 10th
of inclination being this MLSS. OPLA had speed corresponding to 17 m/min.
exhaustion Standardization: time of 60 min with 76,7% of the animals entered in
exhaustion in the speed of 25m/min x 100 and 23,3% in 21m/min x 100. ENZYMES:
In the muscle EDL the activity of GSH-Rd increased 26,67% in the group 72 hours, it
was not significant for the enzyme SOD and it decreased 25,54% to the enzyme
CAT. In the muscle Séleo the activity of GSH-Rd, was not significant, for the enzyme
SOD decreased in (-37,99; -28,30; -31,18; -55,72; -42,88; -30,83%) for the groups (0;
1; 2; 4; 12; 48 hours) respectively and in the enzyme CAT decreased (-24,40%) for
the group 4 hours. Conclusion: The results found by us, they show a decrease of the
antioxidant capacity, in periods of until 48 hours after the exercise, and reestablished
his value or they increased his activity later 72 hours. Showing a need of a larger

recovery.



1. INTRODUCAO

Exercicios regulares e moderados exercem efeitos benéficos a saude,
incluindo reducao de doenga cardiovascular, osteoporose e obesidade. Diminuicao
no risco de morte prematura em humanos (antes dos sessenta anos de idade) tem
sido observado ap6s aumento na carga diaria de exercicios. Fisiologicamente, o
exercicio aumenta o consumo relativo de oxigénio, particularmente no musculo
esquelético e cardiaco. Associados a esse processo, ha também um aumento na
producdo de espécies ativas do oxigénio (EAO), tais como radical superéxido (O2"),
peréxido de hidrogénio (H2O2) e radical hidroxila (OH™). Porém, se a producdo de
espécies ativas de oxigénio ultrapassam os mecanismos de reparo e protecéo, o
efeito € o estresse oxidativo, condi¢cdo associada a inducao de varias doencas, como
cancer, arteriosclerose, diabetes, neurodegeneracao e envelhecimento celular. Tal
estado é primariamente adquirido por meio das alteragdes promovidas pelas
espécies ativas do oxigénio sobre as macromoléculas, tais como: &cido
desoxirribonucléico (DNA), lipideos e proteinas. Todavia um mecanismo de defesa
enzimatico formado pelas enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px) podem atuar na remocao das EAO
frente a uma producao fisiolégica dos mesmos. Esse mecanismo parece nao ser
suficiente diante da producdo aumentada das espécies ativas do oxigénio em
situagbes de exercicios de resisténcia aerbbia intenso; e a resposta de atividade
dessas enzimas antioxidantes, ao longo do tempo, apdés o término do exercicio
agudo de resisténcia aerdbia, ainda nao esta completamente esclarecida. Assim, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a cinética de ativacdo das enzimas
antioxidantes quanto a sua atividade em diferentes momentos apds o término do
exercicio fisico de resisténcia aerdbia, agudo, de intensidade progressiva. A
elucidacao desses parametros abre a perspectiva de uma nova visao no treinamento
de atletas em modalidades extenuantes e individuos nédo atletas engajados em
treinamento de resisténcia em clubes e academias, auxiliando na periodizacdo do

treinamento e periodos de recuperacao.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 O exercicio fisico

Atividade fisica pode ser definida como a totalidade de movimentos
executados no contexto do esporte, da aptidao fisica, da recreacdo, do jogo, da
brincadeira; ou mesmo do exercicio fisico incluido nesse contexto de atividade fisica;
ou exercicio fisico como uma sequéncia planejada de movimentos repetidos
sistematicamente com o objetivo de elevar o rendimento (BARBANTI, 2003).
Portanto o gasto de energia pode ser proveniente de atividades ou exercicios fisicos
de diferente duracdo (volume), e intensidade (sobrecarga) (BARBANTI, 2004;
WEINECK, 2003), exigem a ativacao de sistemas energéticos especificos.

A energia presente nos alimentos ndo é transmitida diretamente as células
para a realizagdo de trabalho biolégico. Em vez disso, “a energia dos nutrientes”
liberada através da oxidacao é recolhida e conduzida como uma forma acessivel de
energia quimica através do composto rico em energia adenosina trifosfato (ATP)
(McARDLE, 1998). As ceélulas musculares, armazenam quantidades limitadas de
ATP. Por essa razao, como o exercicio muscular requer um suprimento constante de
ATP, para fornecer a energia necessaria a contracao muscular, devem existir vias
metabdlicas celulares com capacidade de producéao rapida de ATP.

De fato, as células musculares podem produzir ATP por qualquer uma ou
pela combinacdo das trés vias metabdlicas: (1) formacdo de ATP pela degradacao
do fosfato de creatina (PC) (sistema ATP-PC), (2) formacao de ATP por meio da
degradacao da glicose ou do glicogénio (denominada glicolise) e (3) formacéao
oxidativa do ATP. A formacao do ATP pela degradacao do fosfato de creatina e da
glicélise nao envolve a utilizacao de oxigénio (O2) e é denominada de via anaerdbica
(POWERS, 2005) ou anaerébia (BARBANTI, 2003; JUNQUEIRA, 2005), ambas
significam sem a presenca de O,. Por outro lado, a formagdo oxidativa de ATP,
ocorre com o uso de O, € denominada metabolismo aerdbico ou metabolismo
aerébio (POWERS, 2005). Outro termo empregado é fosforilacdo oxidativa, que
significa fosforilar o difosfato de adenosina (ADP) em ATP (BARBANTI, 2003;
JUNQUEIRA, 2005).



Portanto, por um processo denominado hidrélise do composto de alta
energia ATP, para formar ADP e fosfato inorganico (Pi), sdo ativadas contracdes do
musculo esquelético. Essa reacdo é catalisada pela enzima miosina ATPase
(mATPase), conforme a reacao:

ATP mosnaATPase ADP + Pi + energia

A transicdo do repouso para o exercicio, como exemplo correr a 9,5 Km/h,
requer que, os musculos aumentem a taxa de producdo de ATP. Nessa transicao
para o exercicio, o0 consumo de O, aumenta rapidamente e atinge um estado estavel
em um periodo de um a quatro minutos (MCARDLE, 1998) ou de dois a cinco
minutos (BILLET, 2003). O fato de o consumo de O ndo aumentar
instantaneamente, até atingir um valor de estado estavel sugere que as fontes
anaerdbias de energia contribuem para a producdo global de ATP no inicio do
exercicio (MCARDLE, 1998). De fato, existem muitas evidéncias que mostram que,
no inicio do exercicio, o sistema ATP-PC é a primeira via bioenergética ativa,
seguida pela glicélise e, finalmente, pela producao aerdbia de energia.

No entanto apds o estado estavel ter sido atingido, a necessidade organica
de ATP é satisfeita por intermédio do metabolismo aerdbio. O Principal ponto a ser
enfatizado no que concerne a bioenergética da transicdo do repouso ao exercicio €
que varios sistemas energéticos estdo envolvidos, ou seja, a energia necessaria
para o exercicio ndo € fornecida simplesmente ativando-se uma Unica via
bioenergética, mas por uma cooperacdo de diversos sistemas metabdlicos que
operam com uma consideravel sobreposicao (POWERS, 2005).

Uma visdo pratica da utilizacdo dos sistemas metabodlicos aerdbios, ou
anaeroébios é apresentado a seguir, onde pode se observar a relagcao entre o tempo
de realizacdo do exercicio, a via metabdlica ativada e as modalidades esportivas
(Figura 1).



A % Aerobica % Anaerdbica % Aerobica % Anaerobica B
0 100 | 1-3 segundos Levantamento de peso 0 100 | Corrida de
Mergulho 100 metros
Ginastica Futebol americano
Corrida de 200 metros Basquetebol
10 90 | 10 segundos Luta | 10 90 | Beisebol
Hé i |
s Voleibol
Mado de 100 metros Corrida de
20 80 | 30 segundos 20 80 | 400 metros
Ténis
Hogquei de campo
30 70 | 60 segundos 30 70 | Futebol
40 +———60 | 2 minutos 40 60
Corrida de 800 metras Nado de
200 metros
50 50 Boxs:|iTeg 50 | Patinacao
{1.500 metros)
Remo
60 40 {2.000 metros} 80 40
: Corrida de Carrdads
4 minutos 1.609 metros orrida
1.500 metros
70 30 Nado de 400 metros | 501 | 3p
Nado de
80 20 Corrida de 3.218 metros | 80 —+— 20 | 800 metros
: Corrida de 4.828 metros
10 minutos
Patinacao ,
90 10 (10.000 metros) | 90 JIESC e oL
cross-country
30 minutes Cross-country de esqui
Corrida de 10.000 metros
1060 fal 120 minut Maratona—1-100 0 !nggp‘nn

| HoH—r

Figura 1. Relacdo entre o tempo de execucdo do exercicio e as vias metabdlicas ativadas em
diversas modalidades esportivas. Painel A. Relacao entre Percentual (%) de contribuicdo de cada via
metabdlica e o tempo de permanéncia na execugao do exercicio fisico. Painel B. Relagao entre o
percentual de contribuicao de cada via metabdlica e as modalidades esportivas (POWERS, 2005).

2.2 Tipos de fibras musculares

Ha um consenso sobre o fato de existirem trés tipos de fibras
musculares esqueléticas individuais nos seres humanos (dois subtipos de fibras
rapidas — identificadas como Tipo lIx e lla ; e uma fibra lenta — identificada como
Tipo I). Observe que as fibras musculares rapidas em humanos sao historicamente
chamadas de fibras do Tipo llIb. Entretanto, novas evidéncias sugerem que as fibras
rapidas em humanos deveriam ser renomeadas e chamadas de fibras Tipo IIx.

Pesquisas recentes revelaram que o musculo esquelético humano provavelmente



ndo possui fibras do Tipo Ilb e que a fibra muscular mais rdpida no ser humano é do
Tipo IIx. No final da década de 1980, cientistas alemaes e italianos descobriram uma
nova fibra muscular rapida no musculo esquelético dos roedores. Essa fibra foi
denominada “fibra do Tipo lIx”, sua existéncia foi confirmada por muitos laboratérios.
Desde a descoberta da fibra tipo IIx em roedores, foi determinado que o tipo de
miosina contida na fibra muscular mais rapida nos seres humanos possuia uma
estrutura similar a presente na fibra Tipo IIx dos roedores. Por conseguinte,
cientistas atualmente acreditam que a fibra muscular esquelética mais rapida nos
seres humanos € do Tipo IIx e ndo do Tipo llb como se acreditava (POWERS,
2005).

Embora alguns grupos musculares sejam compostos
predominantemente por fibras rapidas ou lentas, a maioria dos grupos musculares
do corpo contém uma combinacgéo igual de fibras lentas e rapidas. De forma geral, a
maioria dos estudos tem adotado apenas a classificacdo classica proposta por
Brooke e Kaiser (1970), envolvendo fibras do Tipo | e Il (OKANO, 2004).

A tensao especifica das fibras Tipo lIx € similar a das fibras Tipo lla, mas é
maior do que a das fibras Tipo | . Além disso, a atividade da ATPase da miosina nas
fibras Tipo lIx é maior do que nos outros tipos de fibras, resultando na maior Vmax
de todos os tipos de fibra. As fibras Tipo lIx sdo menos eficientes do que todos os
outros tipos. Essa baixa eficiéncia se deve a alta atividade da ATPase, que acarreta
maior consumo energético por unidade de trabalho realizado . Um segundo tipo de
fibra rdpida é a fibra do Tipo lla (também denominada fibra intermediaria ou fibra
glicolitica oxidativa rapida). Essas fibras possuem caracteristicas bioquimicas e de
fadiga que se encontram entre as das fibras Tipo IlIx e Tipo |. Por isso,
conceitualmente, as fibras Tipo lla podem ser vistas como uma mistura das
caracteristicas das fibras Tipo | e Tipo lIx. No entanto, as fibras Tipo lla séo
extremamente adaptaveis. Isto é, com o treinamento de resisténcia, elas podem
elevar sua capacidade oxidativa a niveis iguais aos das fibras Tipo |. (POWERS,
2005).

As técnicas mais utilizadas para a identificacdo de fibras sdo: método
histoquimico através da analise da atividade da ATPase; imunohistoquimico com
anticorpos especificos para a miosina de cadeia pesada (MHC) (PETTE,1998).



Baseado no perfil protéico da MHC, existem fibras puras e hibridas. Assim, as fibras
puras, sao formadas por MHC especificas, sao as dos tipos: A, D (também chamada
de lIx) e lIB, e as fibras hibridas, tipos IC, 1IC, IIAC, IIAD, IIDA, IIBD e IIDB, formadas
pela expressdao de duas ou mais isoformas da MHC (PETTE, 1998; STARON e
PETTE, 1993; INGALLS, 1998).

As fibras hibridas resultam da co-expressdao de pares especificos de
isoformas da MHC. No musculo esquelético de mamiferos adultos foram
identificadas onze isoformas, além destas, algumas s6 se expressam em musculos
especificos como diafragma, masseter, tensor do timpano, musculos oculares e da
laringe; outras sao distribuidas em varios musculos esqueléticos (PETTE, 1998).

A quantidade de fibras é variavel para cada musculo, com a populacdo de
fibras puras e hibridas, juntas influenciando na dindmica do tecido. Assim, ao avaliar
musculos de ratos, Delp e Duan (1996) e Staron e Pette (1999), mostraram que o
s6leo é um musculo com predominio de fibras tipo I; e os musculos: tibial anterior,
extensor longo dos dedos (EDL) e gastrocnémio, tem predominio de fibras tipo Il,
puras e hibridas. Sendo que o musculo EDL possui 38% do tipo IIB, 20% do tipo IIA
e apenas 4% de fibras tipo I.

Pela técnica de coloragdo da mATPase, as fibras musculares sao
classificadas da mais lentas para a mais rapidas em: |, Ic, llc, llac, lla, llab e llb
(OKANO, 2004).

As fibras Tipo | apresentam menor atividade da mATPase, menor velocidade
de degradacao de ATP e sdo utilizadas em exercicios que exijam contracdo lenta,
chamadas fibras tipo | ou vermelhas. Sao resistentes a fadiga e importantes na
realizacdo de atividades de longa duragdo, por exemplo, maratonas e ciclismo.
Estas fibras, possuem maiores concentracbes de oxigénio e mioglobina; elevado
namero de mitocdndrias e enzimas responsaveis pela oxidacdo de acidos graxos,
além de baixa velocidade de conducdo de estimulo nervoso, devido ao reduzido
namero de placas mioneurais. ( ROSSI e TIRAPEGUI, 1999).

As fibras tipo Il apresentam maior atividade da enzima mATPase do que as
do tipo | e maior velocidade de degradacao de ATP, sdo consideradas fibras de
contragdo rapida, brancas, e mais utilizadas durante o metabolismo anaerdbio,
funcionalmente em atividades de saida rapida (explosédo), parada brusca e em



exercicios intensos até exaustdo, sdo menos resistentes a fadiga e apresentam
reduzidas concentragbes de mioglobina e mitocondrias, porém apresentam
numerosas placas mioneurais e alta velocidade de conducdo de estimulo quando
comparadas as fibras tipo I. As fibras de contracdo rapida (tipo Il) apresentam
caracteristicas como: alta conducdo do potencial de acédo, rapida propagacao de
calcio, alta velocidade de contracdo e relaxamento, grande capacidade de gerar
forga, pouca resisténcia e capilarizagédo, baixo numero de mitocéndrias e reduzida
quantidade de mioglobina (CAMPOS, 2002; GREEN, 2000).

2.3 Radicais livres derivados do oxigénio

No inicio do século passado, investigadores descobriram que a
rancidificagdo de gorduras estava relacionada a uma nova classe de espécies
quimicas, a qual chamaram de radicais livres (BABIOR, 1978). Esse importante
achado marca o inicio da quimica dos radicais livres, componentes vitais na industria
moderna, utilizados nos processos de sintese de polimeros e resinas. Antigamente,
acreditava-se que sua alta reatividade quimica e a irreversibilidade das reacdoes em
que estavam envolvidos inviabilizavam a sua existéncia nos seres vivos. Atualmente,
sabe-se ser esta uma visédo errada, devido ao crescente conhecimento acerca da
participacdo destes elementos nos mecanismos de defesa na patogenia humana
(FANTONE e WARD, 1982; KLEBANOFF, 1980).

Com excegdo de algumas espécies particularmente adaptadas para
condicoes anaerdbias, todos os animais e plantas requerem oxigénio para uma
eficiente producdo de energia - esses sdo conhecidos como organismos aerdbios.
Portanto, nas células dos organismos superiores, se obtém a maior parte da energia
por via da respiracao aerdbia cujo processo ocorre na mitocéndria, uma organela da
célula que é ultra-especializada na respiracao aerdbia. Na mitocéndria, ocorre um
processo conhecido como cadeia de transporte de elétrons em sua membrana
interna, onde elétrons provenientes de moléculas carreadoras NADH e FADH
“‘caminham” aos pares em cada unidade funcional da membrana, ou seja,
Complexos protéicos existentes na membrana interna, garantem a fosforilagdo do

ATP. Sao quatro complexos carreadores e um quinto complexo protéico que a partir



da utilizacao da forga-motriz prétons libera o ATP a partir da enzima ATP sintase,
mecanismo que envolve a acdo da enzima ATP sintase e a presenca de ADP e
ortofosfato, conforme reacao abaixo (STRYER, 1995):

ADP¥* +PZ + H" < ATP* +H0

A seguir uma descricao global do processo de sintese de ATP via cadeia
respiratoria € descrito (Figura 2). As reagbes se iniciam com pares de elétrons
vindos do carreador NADH, que entram na cadeia de transporte no complexo |, e 0os
elétrons provenientes do FADH, entram no complexo Il. A coenzima Q (também
denominada ubiquinona) € uma pequena molécula lipossoluvel que carrega os
elétrons do complexo | (vindos do NADH) e Il (vindos do FADH,) para o Complexo
[ll, formado por dez polipeptideos. No complexo Il os elétrons s&o transferidos do
citocromo b para o citocromo c¢. O Citocromo ¢, uma proteina periférica de membrana
ligada a face externa da membrana interna, transfere os elétrons para o complexo 1V
(citocromo oxidase), de onde finalmente eles s&o transferidos para o oxigénio
molecular. O oxigénio atua no final de uma sequiéncia redox, recebendo elétrons em
uma reducdo tetraeletrbnica estavel para formar agua. A energia derivada do
transporte de elétrons é acoplada a geracao de um gradiente de prétons através da
membrana mitocondrial interna. A energia potencial armazenada nesse gradiente é,
entdo, coletada por um quinto complexo protéico, que acopla o fluxo retrégrado de

protons, energeticamente favoravel, a sintese de ATP (COOPER, 2002).
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Esquema 1. Esquema representativo de reducao tetraeletrdnica do oxigénio. Elétrons provenientes
dos carreadores NADH e FADHo> séo transferidos através dos complexos da membrana interna. Por
acao da coenzima Q, sao transferidos dos complexos | e Il (respectivamente), para o complexo Ill. Do
complexo Il sdo transferidos por agdo do citocromo ¢ para o complexo IV (citocromo oxidase), e
desse para o oxigénio molecular. Adaptado, (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Essa redug&o ocorre com cerca de 95% do oxigénio molecular que faz parte
das reacgdes oxidativas intracelulares. Ferreira (1997) relatou que o oxigénio, em
funcédo de sua configuracao eletrénica, possui na camada de valéncia dois orbitais
ocupados cada um com apenas um elétron, somando oito elétrons na sua forma
atémica, e a sua distribuicdo eletrdnica é demonstrada na (Figura 2*). Esse tipo de
configuracao o torna susceptivel a sofrer reducao monoeletrénica (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1989; SIGNORI e SIGNORI, 1995). Halliwell e Gutteridge (1989);

Signori e Signori (1995) relatam que aproximadamente 5% do oxigénio no
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metabolismo normal da célula formam as chamadas espécies ativas do oxigénio.

Dessas EAO o radical superoxido O."~ é o primeiro a ser evidenciado (Figura 2°).

a* p O
@ @
® ®
ap @
o*2s @
02 @
o* Is @
als @

A) oxigenio B) superoxido
molecular

Figura 2. Representagdo dos elétrons em seus respectivos orbitais na molécula de oxigénio (A) e e
radical superoxido (B). Na figura acima, em (A), observa-se as duas Ultimas orbitais com apenas um
elétron e spin no mesmo sentido. Isso torna a molécula de oxigénio suscetivel a sofrer reducao
monoeletronica e formar o radical superoxido; Em (B) o radical superoxido (O, ) € um anion de 17
elétrons, tendo esse um elétron desemparelhado na camada de valéncia (L 2p°). Tornando esse uma
espécie ativa do oxigénio. Adaptado de (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999).

RCIS
EEEICopge

Em quimica, o termo, radical refere-se a varios grupos de atomos que atuam
como uma unidade, e que, geralmente, ndo existe no estado livre, como por
exemplo: radical carbonato (CO, 2 7), radical nitrato (NO;) e radical metil (CH, -).
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

Na definicdo de radical livre, este representa um atomo ou a um grupo de
atomos que contém um ou mais elétrons desemparelhado na sua camada de
valéncia, isto €, no orbital mais externo, podendo este ocupar um orbital atbmico ou
molecular (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; SIGNORI e SIGNORI, 1995) Esses
radicais livres possuem uma meia vida de fracées de segundo. Uma molécula pode
tornar-se um radical livre tanto ganhando como perdendo elétron. Normalmente, o
rompimento de uma ligagdo quimica ocorre de maneira heterogénea, na qual um
dos atomos da ligacao quimica, retém ambos os elétrons compartilhados, tornando-
se um ion negativamente carregado (ou anion), enquanto o outro atomo perde
ambos os elétrons, tornando-se um fon positivamente carregado (ou céation). E

também facilmente formado quando uma ligacao covalente é quebrada e um elétron
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de cada par compartilhado permanece com cada atomo, processo conhecido como
fissio homogénea. Esse fenbmeno pode ser um mecanismo importante na
peroxidacao lipidica, fenbmeno associado a lesao celular (CLARKSON e SAYERS,
1999; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

Embora numerosas moléculas ndo se encaixem na definicdo quimica de
radical livre, as EAO e seus subprodutos, sdo consideradas as principais espécies
quimicas relacionadas a mecanismos patogénicos. As principais espécies ativas do
oxigénio sdo: radical superoxido (O.") , peréxido de hidrogénio (H.O,), radical
hidroxil (OH"). O peréxido de hidrogénio (H20,) ndo é um radical livre (ndo possui um
elétron solitario na camada de valéncia), mas é fundamental para a producdo do
radical hidroxil OH®, seja por uma das reacdes de Fenton (Esquema 2), ou seja por
reacao de Haber Weiss (Esquema 3) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; SIGNORI
e SIGNORI, 1995).

Fe2+ + H202 — HO + HO "+ Fe3+

Esquema 2. Reagéo de Fenton. O peréxido de hidrogénio é ionizado em presenga de ions ferrosos,
levando a produgéo de radicais hidroxil (OH"), e ion hidroxil (HO"). O ferro sofre oxidagdo, sendo
liberado na forma férrica. Ferreira, 1997.

H,0, +0, ' | OH'+OH + 0,

Esquema 3. Reagdo de Haber Weiss. O radical superoxido (O, ) reage com o perdxido de
hidrogénio (H,O,), em presenca de metais de transi¢édo, para produzir radicais hidroxil (OH®), ions
hidroxil (HO™) e oxigénio. Ferreira, 1997.

Em adicdo aos radicais livres ja descritos, o 6xido nitrico (NO®) por
apresentar uma orbital, com elétron de valéncia ndo pareado, também é considerado
um radical livre. O oxido nitrico ( oficialmente chamado de monédxido de hidrogénio),

€ um gas colorido moderadamente solUvel em agua. Associado a uma série de
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funcbes, como regular processos intracelulares e interagbes celulares. A meia vida
de 1 uM de NO® é em torno de 12 minutos em solucdo saturada com oxigénio. E
sintetizado no organismo vivo, principalmente por um grupo de enzimas chamadas
de 6xido nitrico sintetase (NOSs), a qual converte o aminoacido arginina em NO®. O
oxido nitrico vai se tornar um radical livre extremamente reativo quando reage com o
6xigénio, formando diéxido de nitrogénio (NO,") (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1989; ROSENBERG, 2003).

Dentre os varios processos bioldégicos envolvidos o NO® desempenha
importante papel na modulagao do ténus vascular sendo denominado fator derivado
do endotélio para relaxamento. Contudo sua produ¢do aumentada, que ocorre no
exercicio, pode reagir com O, e formar peroxinitrito, uma espécie nao radicalar,
porém, toxica e podendo esta reagir de forma sistémica (REID, 2001). O 6xido nitrico
que é produzido no endotélio das arteriolas, promove o relaxamento da musculatura
lisa destes, resultando na vasodilatacao e, conseqgientemente, provoca um aumento
do fluxo sanguineo. Evidéncias sugerem que o éxido nitrico trabalha em conjunto
com outros fatores locais de auto-regulacao do fluxo sanguineo. No momento nao
existem evidéncias definitivas, o quao o éxido nitrico € importante na auto-regulacao
do fluxo sanguineo durante o exercicio (POWERS, 2005).

A manifestacao do estresse oxidativo sobre os lipideos celulares € um dos
fenbmenos mais importantes mediado por espécies ativas do oxigénio nos
processos patolégicos e de lesdo celular. E aceito que o desencadeamento da
oxidacao lipidica nas membranas celulares pode ser descrita como:

v' Fase de indugdo tem o radical OH® o seu agente iniciador. Uma vez
desencadeado o processo é possivel que o radical OH® ndo seja mais
necessario nas reacoes, onde o0s proprios subprodutos da oxidagao
promoveriam a autocatélise oxidativa. Nessa fase, haveria, entdo, a extracao
de um préton H" apenso a uma ligacdo dupla de uma cadeia alquilica do
acido graxo polinsaturado (RH); nesse ponto ocorre a formacédo do radical

alquilico (R®).

v' E ainda a possibilidade de uma fase de propagacédo do radical R* reagindo

com uma molécula de O, originando, assim, o radical peroxil (ROO™), esse
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radical peroxido tem a capacidade de extrair prétons de outras ligacoes
insaturadas de acidos graxos vizinhos, caracterizando o processo de
lipoperoxidacdo em cadeia. (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; LEFFLER,
1993; SIGNORI e SIGNORI, 1995).

2.4 Producao de EAO no exercicio aerobio e anaerobio

O exercicio fisico, tanto aerdbio (metabolismo aerdbio) quanto
anaeroébio (sistema ATP-PC e glicélise), pode promover importantes adaptacdes
morfofuncionais e metabdlicas no organismo, embora sua pratica esteja relacionada,
também, a producéo excessiva de espécies ativas do oxigénio (SOUZA, 2006).

O sistema muscular pode ser considerado um local de transformacdo de
energia livre em energia cinética. Durante o repouso, 10 a 20% do sangue
normalmente flui para o masculo esquelético. Entretanto este volume aumenta para
85 a 90% durante o exercicio, seguido pelo conseqiente aumento da oferta de
glicose e oxigénio (AGUILAR-SILVA, 2002). No inicio da década de 1980,
evidenciou-se, através de ressonancia magnética, a formacao de radicais livres de
oxigénio no musculo durante o exercicio fisico intenso. Isto demandou uma série de
trabalhos, que tentaram verificar se os EAO poderiam ser responsaveis pelo dano
muscular que se observa depois do exercicio fisico intenso (DAVIES et al., 1992).
Considerando que cerca de 2 a 5% do oxigénio consumido no processo respiratorio
formam EAO (BOVERIS, 1972) e que durante o exercicio fisico ocorre um aumento
do consumo de oxigénio, podemos dizer que, quanto mais prolongado for o exercicio
aerdbio, maior sera a formacao de EAO (ABUD e DIDIO, 1999), como por exemplo
maratona, ultramaratona; ou ainda o Ilronman que consiste de 3800 metros de
natacao, 180 quilémetros de ciclismo e 42 quildmetros de corrida (POWERS, 2005).

Por outro lado, apesar do exercicio anaerébio ser executado independente do
aporte de oxigénio, a producao excessiva de EAO tem sido verificada durante esse
tipo de esforgo, provavelmente por outros mecanismos. Vale destacar que nesse
tipo de esforco, o estresse metabdlico aumenta a degradacdo de adenosina
trifosfato (ATP), ativando o mecanismo da xantina oxidase (XO), com producao
adicional de anions superéxido (SOUZA, 2006). O mecanismo pode ser descrito
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como isquemia-reperfusdo, onde as causas do processo lesivo ndo residem na
hipdxia, mas sim na reperfusdo do oxigénio, formando entdo espécies ativas do
oxigénio. O mecanismo compreende como consequiéncias da alta deplecao do ATP,
ha uma redistribuicdo dos ions calcio no citossol, originando uma alta concentragéo
citossdlica de célcio, que promove a ativacdo de uma protease (calpaina), que
enzimaticamente converte outra enzima do citoplasma, a xantina-desidrogenase
(XD) em xantina-oxidase. A nao formagao de ATP na cadeia respiratoria, frente uma
baixa perfusdo sanguinea de oxigénio, passa a haver uma sequéncia de reacdes
catabdlicas do ADP, originando sucessivamente o AMP (monofosfato de adenosina)
e em sequéncia adenosina — inosina e hipoxantina, havendo um grande acumulo
desta ultima. Ao ocorrer a reoxigenacdo, a xantina-oxidase atuara sobre o seu
substrato, a hipoxantina, para transforma-la em xantina. Nesse processo, devido a
formacdo de uma grande concentragcdo de XO e com oferta abrupta de oxigénio,
formar-se 4, em excesso, o radical superéxido e também a partir da xantina, forma-
se acido urico (Esquema 4). (MAUGHAN, 2000; SIGNORI e SIGNORI, 1995).
Exercicios como musculagdo, 100 metros rasos no atletismo, realizado em tempo
médio de dez segundos, corrida de 1000 metros realizada em tempo aproximado de
dois minutos e dezesseis segundos; todos com predominio do metabolismo
anaeroébio (vias ATP-PC e glicélise). Esses tipos de exercicios citados, podem ativar
a via metabdlica xantina — xantina oxidase, citada anteriormente (Esquema 4),
contudo, é muito escasso o numero de estudos sobre a producao de EAOQ, frente ao
exercicio anaerébio (WEINECK, 2003; POWERS 2005; MCARDLE, 1998). A titulo
de exemplificagdo em ambos tipos de exercicios: aerébio ou anaerébio, parece ser
conflitante a resposta das enzimas antioxidantes superdxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase (SOUZA, 2006; ROBERTSON, 1991; SOMANI, 1995;
PEREIRA, 1994).
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Esquema 4. Representagdo esquematica da biogeracdo de espécies ativas do oxigénio (EAQO) no
evento anaerdbio. No exercicio anaerdbio intenso é possivel de ocorrer um evento isquémico
causando a transformacao da xantina-desidrogenase (XD) em xantina-oxidase (XO). A seqUéncia de
quebras do ATP, frente a presenga da XO e na reperfusdo abrupta de oxigénio, forma radical
superdxido e acido Urico. Adaptado de (SIGNORI e SIGNORI,1995; MAUGHAN, 2000).

2.5 Exercicio: lesao e reparo muscular

O exercicio extenuante e ou agudo danifica a estrutura celular do musculo,
como, por exemplo, perda da distribuicdo da linha Z. Este dano é acompanhado pela
perda da forca e fungdo muscular (STUPKA, 2001; ARMSTRONG, 1984;
EBBELING, 1989; CLARKSON, 1992). A desordem do citoesqueleto e miofibrilar foi
investigada, apds uma sessao de exercicios em individuos nao treinados; trés dias
apo6s o termino do exercico; a biopsia muscular mostrou desordem do filamento
desmina e incremento da atividade dos lisossomos (FRIDEN, 1984). A lesao
muscular acentua-se nos dias que seguem imediatamente apds o exercicio fisico e,
entdo, é gradualmente reparada dentro de duas ou trés semanas pdés-exercicio
(JONES, 1986; NEWHAM, 1983).

Entre os fatores propostos como responsaveis pela lesdo muscular, estao: o
estresse mecanico, o estresse oxidativo, o distdrbio da homeostase do célcio

intracelular e a resposta inflamatoéria. Os fatores mecanicos e oxidativos iniciam a
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lesdo, e alguns mediadores inflamatérios o exacerbam mesmo nos dias que se
seguem o exercicio (CLARKSON e SAYERS, 1999). O processo inflamatério é
aparentemente desencadeado pelas espécies ativas do oxigénio (AOI, 2004).
Inflamacao é a resposta dos tecidos corporais a infecgcdo ou a lesdao. A

inflamacgéo é caracterizada pela movimentacao de fluidos, de proteinas plasmaticas
e de leucécitos, em direcao ao tecido afetado A presenca de sinais de inflamacao
(inchaco local, elevacado na contagem de glébulos brancos e acumulo de monécitos
e linfocitos) vem sugerir que uma resposta inflamatéria aguda, poderia ser a
explicacdo para a sensacdo de dor muscular, 24-48 horas apds o exercicio. No
tecido danificado, os mondcitos se tornam macréfagos e sao responsaveis pela
remocgao de tecido necrotico. Os macréfagos liberam prostaglandinas (PGE:) que,
por sua vez, sensibilizam os receptores locais de dor, intensificando a estimulacao
dolorosa. O tempo necessério para que todos esses eventos ocorram, € a hipdtese
que explicaria a demora entre o dano na estrutura do tecido muscular e a percepcéao
da dor (TRICOLI, 2001).

As interleucinas compdem um grande grupo de citocinas denominadas por IL-
1 a IL-15, produzidas principalmente por células T, embora algumas também sao
sintetizadas por macrofagos e células teciduais. As interleucinas possuem uma
variedade de fungdes, mas a maioria delas esta envolvida na indugéao da divisdo de
outras células. A IL-6, por exemplo atua na ativacao do ciclo celular das células
tronco, crescimento e diferenciacédo de linfécitos T e B e producédo de proteinas de
fase aguda (NAOUM, 2001). Em adicao, a interleucina 6 regula a concentracdo do
fator de necrose tumoral — a (TNF-a) que por sua vez estimula inflamacédo no
musculo esquelético durante exercicios intensos e que provoquem dano celular.

Assim, o que se observa, é que exercicios intensos promovem aumentos na
concentracao de IL-6 na circulagdo; na taxa transcricional de RNA mensageiro nas
fibras; e a reducdo de glicogénio intramuscular, pois, afirma-se que IL-6 também é
capaz de mobilizar substrato (carboidratos) ao musculo em contragdo durante o
exercicio, além de exercer efeito anti-inflamatério por estimular o aparecimento de
interleucinas anti-inflamatérias, tais como: IL-1ra e IL-10 (PETERSEN e PEDERSEN,
2005).
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A lesdo muscular decorrente do estresse oxidativo tem sido relacionada, por
um lado, com a presenca de espécies ativas de oxigénio produzidas em resposta ao
consumo elevado de oxigénio pela mitocondria durante os exercicios de alta
resisténcia ou excéntricos (SEN, 2001; TIIDUS, 1998). Por outro lado, a ativacdo da
xantina oxidase também tem sido proposta como um importante sitio gerador de
radicais livres (VINA et al., 2000). O desencadeamento da lesdo pode ainda estar
relacionado com a presencga de espécies ativas de oxigénio gerados no metabolismo
aerdbio, elevacao da temperatura e a diminuicdo do pH resultante do acumulo do
acido lactico gerado pelo metabolismo anaerdbio durante o exercicio (SMOLKA et
al., 2000; KREGEL, 2002).

Embora ndo haja demarcacao evidente entre os periodos de degeneracao e
regeneracao, tem-se observado que entre quatro e seis dias ap6s o evento inicial
(lesdo) ocorrem evidéncias de recuperacdo de miofibrilas e tecido lesado, e, por
volta de 14 a 21 dias o tecido muscular parece normal (JONES, 1986; NEWHAM,
1983). Hwang e colaboradores (2006) realizaram experimento com ratos Sprague-
Dawley submetidos a dilaceracdo do musculo gastrocnémio de ambas as patas
traseira, onde a pata direita foi submetida a exercicios de alongamento (estudo) e a
esquerda foi mantida em repouso (controle do estudo). Observou-se que o pata para
estudo demonstrou significante aumento na regeneracao da forca ap6s 14 dias da
dilaceracao, quando compara com a pata em repouso.

Outro fator importante na fase de regeneracao, de acordo com alguns relatos
da literatura como Kami e Senba (2002) é a ativacdo de células satélites.
Aproximadamente trés horas apds a injuria muscular, a proliferacdo e a
sobrevivéncia de mioblastos da morte celular por apoptose é um estagio
regenerativo primario, essencial para a regeneracdo muscular completa. As células
satélites que estao localizadas entre 0 sarcolema e a membrana basal de miofibrilas
exercem papel-chave neste processo, e € pela sinalizacao do ativador de transcricao
3 ( STAT3) que estas sdo ativadas.

2.6 Defesa antioxidante
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Varias pesquisas tém demonstrado a presenca de mecanismos de defesa e
reparo do musculo esquelético frente as alteragdes causadas pelo exercicio, entre
eles: alteragdes na atividade das enzimas antioxidantes. Isso ocorre em resposta a
presenca de espécies ativas de oxigénio (JI, 1995; POWERS e LENON, 1999;
TIDUS, 1998; CLARKSON e SAYERS, 1999; SMOLKA, 2000). Os resultados das
pesquisas mostram que treinamento de resisténcia em corredores de 16 a 147
quildbmetros percorridos semanalmente, geralmente aumenta a atividade e a
expressao génica de varias enzimas antioxidantes (JI, 1995; POWERS, 1999;
ROBERTSON, 1991).

Halliwell e Gutteridge (1989) relatam que, fisiologicamente, o organismo
pode se defender da agressao mediada pelos EAO e evitar 0 agravo da lesao
muscular, utilizando-se das reservas de enzimas antioxidantes. Porém, também a
defesa antioxidante pode ser feita por moléculas pertencentes a um sistema néo
enzimatico, que incluem vitaminas A, E, C; beta-caroteno e gluitationa. O sistema
antioxidante enzimatico é formado por trés tipos de enzimas: o primeiro corresponde
as enzimas superdxido dismutase (SOD), que sédo representadas pela Mn-SOD
mitocondrial, manganés dependente e a CuZn-SOD citoplasmatica, dependente de
cobre e zinco, essas atuam sobre o radical (O," ). Fazem parte do sistema
antioxidante enzimatico, ainda, as enzimas glutationa peroxidase, “selénio
dependente” (GSH-PX) e a Catalase, dependente de ferrro (CAT). Essas duas
ultimas atuam sobre o H2O,, transformando-o em agua (POWERS e HAMILTON,
1999). No entanto, o organismo nao dispde de enzimas que atuem sobre o radical
hidroxila (OH*"), potente causador do estresse oxidativo. Felizmente, para este fim,
nosso organismo pode utilizar pequenas moléculas, que diminuem a reatividade do
radical hidroxila, tais como as vitaminas A, E e C, o beta caroteno, o &cido urico e a
molécula de glutationa reduzida (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; SIGNORI e
SIGNORI, 1995).

A produgéo de EAO realiza-se através de uma reacdo em cadeia que,
partindo de espécies ativas relativamente pouco toxicas (0.~ e H20,), leva a
formacdo de substancias altamente lesivas, como os radicais hidroxil e peroxil
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). O organismo, porém, é capaz de desativar
EAO antes destes exercerem seu efeito danoso, utilizando substancias
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antioxidantes. Todas as substancias, naturais ou sintéticas, que agem desta forma
em relagdo a EAO sdo denominadas “scavengers” ou varredores de oxidantes
(HEFFNER e REPINE, 1989). Os antioxidantes sao substancias capazes de retardar
ou inibir a oxidagdo do substrato. Podem agir bloqueando a formacado de EAO ou
interagindo com eles, tornando-os inativos. Antioxidante, pode ser assim definido:
qualquer substancia capaz de doar elétrons para o radical livre, inativando-o e
tornando-o um composto eletricamente estavel (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999). Nao existe possibilidade de parar a reducéo do oxigénio ou a producéo de
EAO, porém a defesa natural e sofisticada contra seus efeitos nocivos ocorre dentro
do citosol, da mitocéndria da célula e outras organelas, assim como em seu espaco
extracelular circundante (McARDLE e KATCH, 1998).

Segundo Heffner e Repine (1989), pode ser considerado antioxidante qualquer

processo que:

v' previne a formacdo de EAOQO: esta primeira prevencao se realiza nas
mitocéndrias, com a reducao dos metabdlicos toxicos a agua, sem formacgao

significativa de radicais livres intermediarios.

v' Converte os oxidantes em espécies menos toxicas: sdo os varredores de
EAO, estando presentes nos espacos intracelular e extracelular, e funcionam
eliminando os oxidantes ou prevenindo sua conversao em espécies menos

toxicas.

A superoxido dismutase, juntamente com a glutationa peroxidase e a
catalase, constitui o principal sistema enzimatico contra a agresséo dos EAQO, agindo
de acordo com a magnitude de geracdo de &anion superbxido e peréxido de
hidrogénio (HEFFNER e REPINE, 1989). Segundo Abud e Didio (1999), o exercicio
extenuante agudo e o treino de exercicio crénico aumentam o consumo de varios

antioxidantes.

2.7 Glutationa (GSH)
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A glutationa (GSH) constitui um importante sistema de protecdao enddgena
das células contra os prejuizos provocados por substancias téxicas e oxidantes
enddégenos produzidos pelo metabolismo. Ela estd presente, em elevadas
concentragdes nas células dos mamiferos e demais vertebrados sob forma reduzida
(~99%) junto a menores quantidades, aproximadamente1% na forma de glutationa
oxidada (GSSG) (WILHELM et al., 2000). Uma queda nos niveis de GSH de 20 a
30% pode prejudicar as defesas celulares contra a acao toéxica dos radicais
oxidantes, levando ao dano celular e a morte (HEFFNER e REPINE, 1989).

Segundo Ferreira (1997), sob condicdes de excesso de agentes oxidantes
e/ou deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre 0 consumo de GSH e
a producédo de GSSG, o que caracteriza igualmente o estresse oxidativo. Considera-
se que, para esse caminho de oxidagao e reducdo, quem garante uma nova reducao
da GSSG a GSH é a enzima glutationa redutase (GSH-Rd). Assim, a magnitude do
estresse oxidativo pode ser monitorada pela razao GSSG/GSH.

A glutationa, é um tripeptideo formado a partir dos residuos dos aminoacidos
glicina, glutamato e cisteina. GSH na forma reduzida contém um atomo de selénio
ligado covalentemente. A GSH € responsavel pela reducdo do peréxido de
hidrogénio ou hidroper6xidos organicos a agua através da ag¢ao da enzima glutationa
peroxidase (GSH-Px), oxidando a GSH a glutationa oxidada (GSSG), esse sistema é
chamado de sistema da glutationa (Esquema 5). A GSH esta presente na maioria
das células e é o tiol mais abundante no meio intracelular. Sua capacidade redutora
€ determinada pelo grupamento -SH, presente na cisteina. A GSH pode ser
considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da
célula, protegendo-a contra a lesdo resultante da exposi¢cdo a agentes como ions
ferro, oxigénio hiperbarico, ozona, radiagdo e luz ultravioleta. Além disto, diminui a
suscetibilidade a lesdo renal decorrente da isquemia e reperfusdo; atua como
transportadora e reservatério da cisteina e participa da desintoxicacao de agentes
quimicos e da eliminacao de produtos da lipoperoxidacao. Ainda é requerida para a
sintese de DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1989; SIGNORI e SIGNORI, 1995).
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Esquema 5. Representacéo do sistema glutationa (GSH). A GSH é responsével pela redu¢do do
perdxido de hidrogénio & 4gua através da ag¢do da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px), oxidando
a GSH a glutationa oxidada (GSSG). A glutationa redutase (GSH-Rd), é a enzima responsavel pela
nova reducdo da GSH. Sendo que, a GSH-Rd é dependente da oxidagdo das vias das pentoses,
onde os hidrogénios provinientes dessa via sdo carreados na forma de nicotinamida adenina
dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH). Adaptado (NELSON, 2002; HALLIWELL e GUTTERIDGE
1999).

A glutationa redutase, é a enzima responsavel pela nova reducao da GSH,
sendo essa dependente da oxidacdo das vias das pentoses, ou seja, vias
metabdlicas que fazem oxidacdo de carboidrados com cinco carbonos, onde os
hidrogénios provinientes dessa via sdo carreados na forma de nicotinamida adenina
dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH). Sob condi¢des de diminuicdo do
fornecimento de NADPH, como no jejum e na deficiéncia de glicose- 6-fosfato
desidrogenase (G6PD), ha prejuizo da funcao da GSH-Rd. Apds exposicao da GSH
ao agente oxidante, ocorre sua oxidacdo a GSSG. A recuperacdo da GSH ¢ feita
pela enzima GSH-Rd, uma etapa essencial para manter integro o sistema de
protecao celular (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; FERREIRA, 1997).

Na inativacdao de um agente oxidante, ocorre producédo de GSSG e deplecao
de GSH. Em situacbes em que o sistema de Oxido-reducdo esta integro, havera
recuperagdo da GSH. Entretanto, sob condicées de excesso de agentes oxidantes
e/ou deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre 0 consumo de GSH e
a producdo de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo. O excesso de GSSG,
resultado de um ambiente mais oxidante, que favorece a formacdo de pontes
dissulfeto (-SS-) nas proteinas portadoras de grupamento tiol (-SH), podem
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promover oxidacdo de proteinas, com prejuizo de suas funcdes. Esta oxidacao é
reversivel a custa da acao de compostos antioxidantes, como a GSH (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1989; SIGNORI e SIGNORI, 1995).

A glutationa peroxidase (GSH-Px) é a enzima responsavel por agir sobre a
GSH, para que esta faca a reducdo do peréxido de hidrogénio (Esquema 6) ou
hidroperoxidos organicos a agua. A GSH-Px catalisa a redugcdo do peréxido de
hidrogénio e peréxidos organicos para seus correspondentes alcodis a custa da
conversao da GSH a GSSG. No musculo esquelético com fibras mistas,
aproximadamente 45% da atividade da GSH-Px € encontrada no citosol, sendo o
restante (55%) localizado na mitocondria (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

H,0,+ 2GSH —=* 5 H,0 + GSSG

Esquema 6. Reacédo de conversdo do peroxido de hidrogénio (H.O,) a agua (H.O) por acédo da
Glutationa peroxidase. Na reacao, 1 molécula de peréxido de hidrogénio (H.O,), mais 2 moléculas de
glutationa (GSH) por agao da glutationa peroxidase (GSH-Px), converte o perdxido de hidrogénio
(H20,) em 1 molécula de agua (H.O) mais 2 moléculas de glutationa oxidada (GSSG) (FERREIRA,
1997).

2.8 Enzima catalase (CAT)

A Catalase CAT consiste de quatro subunidades protéicas, cada uma com
um grupo ferro Fe(lll). Esta promove a remocao do peréxido de hidrogénio H.O, a
agua e oxigénio, (Esquema 7). Embora exista uma sobreposicdo entre a funcao da
CAT e da GSH-Px, as duas enzimas diferem na afinidade para peréxido de
hidrogénio a baixas concentracdes. Deste modo, quando o nivel de perdxido de
hidrogénio € baixo, a GSH-Px € mais ativa do que a CAT em remové-los das células
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; POWERS e LENNON, 1999).
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Esquema 7. Reacdo de conversdo do peroxido de hidrogénio (H.O,) a agua (H.O) por agédo da
catalase . Na reagao, 2 moléculas de peréxido de hidrogénio (2H,0,), sob a acdo da catalase, sao
convertidas em 1 molécula de dgua (H>O) mais 1 oxigénio molecular (FERREIRA, 1997).

2.9 Superoéxido dismutase (SOD)

Uma das defesas contra o radical superéxido € promovida pela superéxido
dismutase (Esquema 8). No musculo esquelético, existem duas isoformas, a
manganés dependente SOD (Mn-SOD) encontrada na mitocéndria e a cobre zinco
SOD (CuZn-SOD) localizada no citosol; essas atuam sobre o radical anion
superoxido, transformando-o em H>O, e O, . A enzima antioxidante CuZn-SOD, tem
um peso molecular de 32.000 daltons, contendo duas unidades protéicas cada qual
com um local ativo para o cobre e para o zinco; O zinco nao tem fungao no ciclo
catalitico, mas ajuda a estabilizar a enzima. A seqiéncia completa de aminoacidos
estruturais da CuZn-SOD é semelhante entre vérios tipos de plantas e animais. A
superdxido dismutase manganés dependente Mn-SOD, foi primeiramente isolada da
bactéria E coli, tem uma massa molecular de 40.000 daltons, contendo um local
protéico ativo para o manganés. Em um pH 7.0 a taxa de dismutacdo do anion
superdoxido por ambas as enzimas é bem similar. A Mn-SOD também é mais
facilmente desnaturada por calor quimico quando comparada com a CuZn-SOD.
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).
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20/-+2H" =2 H,0, + 0,

Esquema 8. Reacéo primaria de dismutagéo do radical livre anion superoxido (O,") em peréxido de
hidrogénio (H,O,) por agdo da SOD. Na reagéo, 2 moléculas de anion superdxido (20,™), mais 2
atomos (cétions) de hidrogénio (H*) por agédo da superdxido dismutase (SOD) s&o dismutados em 1
molécula de peroxido de hidrogénio (H,O,) mais 1 oxigénio molecular (FERREIRA,1997).

2.9.1 Alteracoes nas enzimas antioxidantes frente ao exercicio

Khassef (2001) e Suzuki (2000) verificaram que a resposta das enzimas
antioxidantes € altamente dependente de varios fatores, incluindo: tipo de exercicio
e de programa de treinamento, duragao, intensidade, exposicéo prévia ao exercicio,
idade do individuo, estado nutricional, tecido e tipo de fibra analisada (Tipo | ou Tipo
Il e intermediaria), tempo de obtencdo das amostras para analise e a técnica
utilizada. Assim, observa-se uma variedade de dados na literatura se o exercicio
agudo aumenta o nivel de antioxidantes endogenos.

Alessio (1988) estudou as antioxidantes CAT e SOD em ratos Sprague
Dawley, que foram decapitados ou no repouso ou apdés uma corrida na esteira de
20m/min, em grupos treinados ou sedentarios. SOD atividade permaneceu
inalterada no agudo (sessdao Unica de exercicio que promove a quebra da
homeostase em individuos sedentarios ou treinados) ou crbnico (sessdes
consecutivas e periodizadas de exercicios que promovem adaptacoes fisioldgicas)
exercicio. A atividade da CAT foi maior em ambos os tipos de fibras, branca e
vermelha, apds o exercicio agudo nos animais nao treinados. Ji (1988) investigou o
efeito de um treinamento crénico (27 m/min x 15° de inclinagdo) em uma sesséo de
treino agudo de exercicio (20 m/min x 0°) em ratos treinados e n&o treinados
respectivamente, e esses com e sem deficiéncia de selénio, imediatamente apds o
exercicio. A deficiéncia de selénio nao afetou a atividade da SOD e CAT no figado
ou no musculo. No figado, foi elevada a atividade da SOD e CAT nos grupos com
deficiéncia de selénio ou nao treinados, porém no musculo foi muito pouco alterada.

A peroxidagao lipidica pela formacdao de malondealdeido (MDA), foi

incrementada apés a sessao de exercicio agudo, no figado de animais nao treinados
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e no musculo dos ratos com deficiéncia de selénio. O autor sugere que os tecidos se
adaptam para a deficiéncia de selénio e o treinamento minimiza os efeitos da
peroxidacao lipidica.

Laughlin (1990) investigou se o treinamento de resisténcia aerdbia de longa
duracao, ou seja, acima de trinta minutos de duracdo, incrementa a capacidade
antioxidante das enzimas CAT, SOD e GSH-Px, em alguns tipos de fibras
musculares, apds um periodo de 12 semanas de treinamento em ratos sprague
dawley. Este ndo encontrou diferencas para a atividade da SOD, porém encontrou
aumento na atividade da GSH-Px; a atividade da enzima CAT, por sua vez, foi
menor quando comparada ao controle sedentario.

Ji (1992) observou ainda que a concentracdo da GSH-Px, GSH-Rd e CAT
sdo significantemente maior no séleo (tipo 1), do que no vasto lateral porcao
superficial (SVL) ou profundo (DVL), ambos do tipo Il, mas constatou que ndo ha
diferencas na concentracdo da SOD para esses trés tipos de musculos. Na
realizacdo de um turno agudo de exercicio moderado para ratos sedentarios, nao
houve alteracdo da atividade de nenhum dos antioxidantes para o musculo soleo,
todavia, para o musculo vasto lateral DVL, houve um significante incremento na
atividade de GSH-Px, GSH-Rd e CAT.

Pereira (1994) investigou um modelo de treinamento de natagdo para ratos
Wistar machos adultos, treinados por 8 semanas, uma hora por dia, cinco vezes por
semana, com 5% de peso preso a calda. Esse pesquisador encontrou diminuicao de
43% da CuZn-SOD no musculo gastrognémio, porcdo branca, porém, para o
musculo sé6leo (vermelho), encontrou um aumento de 54% para a Mn-SOD, ambos
24 horas apds a Uultima sessdao de exercicio. Segundo Powers (1994), muitos
pesquisadores tém observado incremento na atividade da SOD em diferentes tipos
de fibras musculares em resposta ao treinamento de resisténcia. Porém, outros
investigadores tém observado pouco ou nenhuma mudancga, sendo essas alteracoes
especificas para o tipo de fibra analisada (tipo | ou Il).

Somani (1995) investigou o efeito do exercicio agudo (100% do VO, yax) em
ratos sedentarios e treinados sobre os antioxidantes GSH e GSSH no musculo
cardiaco. Estes foram mensurados por cromatografia liquida de alta pressdo. O
treinamento incrementou GSH no citosol em 131% quando comparado ao grupo
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sedentario controle. O exercicio agudo, no grupo sedentério, incrementou Mn-SOD,
CAT e GSH-Px (mitocondrial) em 167%, 358%, e 129% respectivamente.
Considerando o grupo treinado, houve incremento em 133%, 166%, e 128%
respectivamente quando comparados com o controle sedentario. Esse autor também
verificou que o exercicio agudo em ratos sedentarios possui maior estresse oxidativo
do que os treinados.

Powers e Lennon (1999) encontraram que a maioria dos estudos indica que
o exercicio de resisténcia, bem como os excéntricos, aumenta a atividade da SOD
total, contra outros, os quais mostraram que a atividade dessa enzima nao é
alterada durante o exercicio. Com relagdo a atividade da GSH-Px, existe uma
concordancia na literatura de que o exercicio de resisténcia aumenta a atividade da
mesma no musculo esquelético. No caso da CAT, existem poucas evidéncias
sugerindo que o exercicio promova modulagdo na atividade enzimatica. De fato, a
maioria dos estudos mostra que o exercicio reduz a atividade da catalase. Smolka
(2000) investigaram a atividade das enzimas antioxidantes no musculo séleo, de
ratos sedentarios e treinados continuamente e de modo intermitente por oito
semanas. Durante o exercicio crbnico, por um lado, foi observado um aumento na
atividade das enzimas: citrato sintase, catalase e glutationa redutase. Por outro lado,
no exercicio agudo, a atividade maxima da catalase e glutationa redutase
apresentou-se significativamente diminuida no musculo do grupo sedentario,
sugerindo a condi¢do do estresse oxidativo como responsavel para exaustao neste
grupo.

Semin (2001) determinou o efeito de um exercicio submaximo agudo de
corrida (60 min. 18m/min x 5°), sobre o sistema antioxidante em diferentes periodos
apos o término do exercicio (Oh, 3h e 24h), no intestino e rim de ratos. SOD e GSH-
Px ndo foram incrementados no rim, mas a SOD intestinal diminui apds o exercicio
Oh e 3h respectivamente e apds retornou ao valor do controle. GSH-Px incrementou
imediatamente apo6s o exercicio e, depois, retornou ao valor de controle.

Miyazaki (2001) investigou se o treinamento de resisténcia pode aliviar o
estresse oxidativo aplicando um treinamento agudo antes e apds um treinamento,
durante 12 semanas, em um ergdmetro com intensidade de 80% de freqiiéncia
cardiaca maxima prevista para individuos de 19 a 21 anos. Amostras de sangue
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foram coletadas imediatamente apds o término do exercicio de exaustdo para
mensurar a atividade das enzimas antioxidantes SOD; CAT e GSH-Px em eritrécitos.
SOD e GSH-Px foram incrementadas apdés o treinamento, mas nao houve evidéncia
de que o exercicio exaustivo alterou o nivel de alguma enzima antioxidante. CAT
atividade ndo apresentou mudancas quer pelo treinamento quer pelo exercicio
exaustivo.

Gregorevic (2001), através de administracdo por inalacdo de oxigénio
(hiperbarico), de forma aguda ou duas vezes por dia durante 28 dias, estimulou a
producdo de EAO e analisou, no musculo sé6leo e extensor longo dos dedos de ratos
Sprague Dawley, a atividade das enzimas superoxido dismutase manganes
dependente (Mn-SOD) e cobre zinco dependente (CuZn-SOD) e a enzima CAT; A
inalagdo aguda diminuiu a atividade da enzima CAT em aproximadamente 51% no
musculo séleo. Entretanto, para o musculo extensor longo dos dedos, a
administracao crbnica por 28 dias aumentou a atividade da Mn-SOD em 241%
nesse tipo de fibra rapida. J& na administracdo aguda de 60 minutos ndo houve
alteracdes significantes para ambas isoformas da enzima SOD.

Voces (2004) observou que, apds um exercicio agudo, o conteudo da
glutationa ndo se alterou no musculo s6leo e gastrocnémio de ratos sedentarios,
independente de o grupo ser tratado ou ndo com ginseng. A literatura aponta tanto
aumento quanto diminuicdo na atividade das enzimas da defesa antioxidante,
dependendo do protocolo de exercicio utilizado (GANDRA, 2004).

Portanto, frente a uma variedade de dados, com diferentes resultados sobre
as enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px, em relacdo a pratica de exercicio
aerébio agudo; o presente estudo tem por objetivo analisar a atividade dessas
enzimas a partir de um protocolo de exercicio aerébio exaustivo a ser padronizado,
bem como observar o tempo de recuperacdo do sistema enzimatico de defesa
antioxidante, podendo assim prever e sugerir 0 tempo ideal para se aplicar uma

nova sessao de treino.
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3 - OBJETIVOS

Objetivo geral

Determinar e padronizar um protocolo de exercicio aerdbio de longa duracao
até a exaustdo. a ser aplicado em animais ratos Wistars machos em esteira
ergométrica. Determinar a resposta de atividade das enzimas antioxidantes
glutationa redutase (GSH-Rd), catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD), apds
um exercicio aerdbio até a exaustdao nos musculos séleo e extensor longo dos dedos
(EDL) de ratos Wistars

Objetivos especificos

Determinar a resposta de atividade das enzimas antioxidantes glutationa
redutase (GSH-Rd), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), apés um
exercicio aerébio até a exaustdo em uma cinética de tempo nos musculos séleo e

extensor longo dos dedos (EDL) de ratos Wistars.

Verificar o tempo de recuperacdo do sistema enzimatico de defesa

antioxidante.
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4 - MATERIAL E METODO

4.1 Populacao e amostra

Foram utilizado para o presente estudo ratos Wistars machos, fornecidos
pelo biotério da Universidade de Campinas (UNICAMP), os quais foram mantidos em
gaiolas coletivas (6 em cada), ambiente com temperatura de 23°C e ciclo
claro/escuro controlado de 12 horas. Os animais receberam agua e ragdo comercial
ad libitum. A dieta contendo 52% de carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipidios
(NUVILAB CR1, NUVTAL Nutrientes LTDA, Curitiba, PR). Os recebimentos dos
animais ocorreu em duas fases a saber: i) Inicialmente trabalhou-se com 50
roedores Wistars machos, com 90 dias de vida e peso entre 250 e 350 gramas, 0s
quais foram submetidos a um estudo de padronizacédo de protocolo de exaustdo em
esteira ergométrica, com intensidade progressiva (BORGES, 2006). ii) Na seqiiéncia
foram utilizados 100 roedores Wistars machos, com 30 dias de vida, peso entre 120
e 1509, os quais triados para a realizacdo do protocolo aerdbio exaustivo.
Receberam tratamento de acordo com as recomendacdes do colégio americano de
medicina esportiva (ACSM), para estudo com animais de laboratério (GOBATTO,
2001).

O presente estudo faz parte do projeto: Caracterizagdo da lesdao muscular
(apoptose ou necrose) no musculo de ratos, frente ao exercicio fisico intenso e a
resposta de defesa e repar, financiado pela FAPESP e aprovado pelo comité de
ética do Instituto de Ciéncias Biomédicas 1 da Universidade de Sao Paulo (USP),
sob o n°de 49/05 (Anexo 1).

4.2 Delineamento Experimental

Esse foi dividido em duas fases:
12 fase: Foi realizado um estudo experimental, com variavel dependente, o
exercicio em esteira rolante, estudo com um desenho longitudinal, no qual um grupo
de 10 animais foram submetidos ao exercicio para dosagem bioquimica de lactato

sanguineo e, logo apoés, um outro grupo de 40 animais foram submetidos a um
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protocolo de exaustdo em esteira ergométrica para padronizacdo do mesmo e
posterior aplicagdo nos animais da 22 fase.

2% fase: Foi realizado um estudo experimental, com variavel dependente, o
exercicio aerdbio em esteira rolante até a exaustdo, aplicado em animais
sedentarios (protocolo padronizado na 12 fase); estudo com um desenho transversal,
no qual os animais foram divididos em dois grupos, sendo um deles o grupo controle
(C) e todos com 6 animais (N = 6), nomeados como grupos (0), (1), (2), (4), (8), (12),
(24), (48) e (72) horas ap06s o término do exercicio agudo, sendo esses decapitados
nos respectivos periodos de tempo apds a exaustédo para coleta das amostras.

4.3 Acumulo de lactato no sangue e maxima fase estavel

Com os animais da 1% fase do experimento, 10 foram randomicamente
selecionados para participar, com o objetivo de encontrar a maxima fase estavel do
lactato no sangue (MLSS) por determinacdo do limiar anaerdbio (LAN), para ratos
Wistars, bem como o OPLA (onset lactate plasma accumulation), que corresponde
ao inicio do acumulo do lactato no sangue (DENADAI, 1999). O experimento foi
realizado em esteira rolante construida pela empresa New Primer, com 8 raias,
marcacao de velocidade em metros por minuto (m/min) e com inclinacao automatica
(Figura 3). Foi mensurado o lactato em repouso e entdo os animais realizaram um
protocolo de determinacao do Lan adaptado de Pillis (1993), no qual esses iniciavam
a corrida a 13m/min por 10° de inclinagdo durante 3 minutos. Entdo, retiravam-se
esses animais da esteira para uma imediata dosagem e, em um periodo de 3
minutos, eram recolocados na esteira com um incremento de 4 m/min até atingirem
33m/min ou exaustdo. Oito animais concluiram o experimento e a coleta do sangue
foi feita por uma pequena incisura na calda dos animais, a qual era protegida a cada
coleta, sendo colhida em um tubo capilar de 50 microlitros; a mensuracao foi feita
imediatamente, por meio do aparelho lactimetro da marca (ACCUSPORT).
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Figura 3. Foto digital da esteira ergométrica para treinamento de corrida para animais de laboratério.
(Modelo ERL, Marca New Primer, 110 Volts). Observa-se o painel com marcador digital de velocidade
e uma das oito raias existentes com a presenga de um animal experimental.

4.4 Padronizacao do protocolo de exaustao

Com base nos resultados do MLSS e OPLA e nos valores encontrados por
Pillis (1993), foi elaborado um protocolo de exercicio de resisténcia aerdbia de longa
duracao, segundo Barbanti (2004) e Borges (2006), com intensidade progressiva até
a exaustdo em esteira ergométrica. Foi considerado que os animais realmente
atingiram a exaustdo quando nesses era aplicado uma pressdao manual em sua
calda. E ainda, para uma confirmacdo eram colocados na bancada e observado
suas reacdes de movimento de fuga, caso esse permanece praticamente imével, era
considerado exaurido. Quarenta animais foram submetidos a este protocolo (Anexo
2) sendo que trinta completaram o exercicio de exaustdo. Os dados foram tratados

estatisticamente para confirmar a eficacia do exercicio.

4.5 Exercicio agudo

Os animais da 2% fase foram adaptados a esteira ergométrica, durante 7
semanas, 3 vezes por semana e velocidade entre 8 e 15 metros por minuto sem
nenhuma inclinacao por 5 minutos cada dia de adaptacao, e ao completarem 90 dias
de vida com peso entre 250 e 350 gramas foram submetidos ao protocolo de
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exercicio agudo aerdbio de longa duracao até a exaustdo em esteira ergométrica

previamente descrita, para posterior coleta de amostras.
4.6 Obtencao das amostras

Os animais foram decapitados conforme cinética de tempo ja citada. Foi
realizada uma incisura; e com posterior remoc¢ao da pele das patas traseiras com
utilizacdo de material cirdrgico. Somente entéo, foram retirados os musculos séleo e
extensor longo dos dedos (EDL). As aliquotas foram feitas e levadas imediatamente
para nitrogénio liquido e, apds, congeladas, em freezer (-70°) para posterior analise

das enzimas antioxidantes.
4.7 Homogeneizacao das amostras

Os tecidos (muUsculos SOLEO e EDL) foram pesados e colocados em tubos
de vidro (15 cm de comprimento x 15 mm de didmetro) previamente gelados.
Posteriormente, foi acrescido com o mesmo volume correspondente ao peso de
tampao fosfato de sodio (10 mM, pH 7.5). Os tecidos foram homogeneizados no
agitador mecanico (Mod. MA 099, Marca: Marconi-equipamentos para laboratérios-
Piracicaba-SP). Em seguida, o homogenato foi transferido para tubos de
microcentrifuga previamente gelado e centrifugados por 10 minutos a 8.500 rpm
(Micro-centrifuga CT-14000, MOD. 14000-D, Marca Cientec — equipamentos para
laboratérios). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga e
mantido em gelo para utilizagcdo nos ensaios enzimaticos e determinacdo da

concentracao da proteina total.
4.8 Determinacao da atividade maxima da SOD

A atividade maxima da SOD foi determinada de acordo com a taxa de
reducéo do Nitro blue tetrazolium (NBT) pelo &nion superdxido a 25°C acompanhada
espectrofotometricamente a 550nm (MARKLUND e MARKLUND, 1974). O sistema
xantina-xantina oxidase foi utilizado como fonte de anion superéxido. A SOD da
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amostra compete pelo anion superdxido, inibindo a taxa de reducdo do NBT. A
reacao foi iniciada pela adigcdo da amostra e acompanhada por 3 minutos a 25°C,

conforme procedimentos.

4.9 Determinacao da atividade maxima da CAT

A atividade maxima da CAT foi avaliada pelo consumo de peréxido de
hidrogénio acompanhada espectrofotometricamente a 240nm, utilizando tampao
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e perdxido de hidrogénio 10 mM (BEERS e
SIZER, 1952). A reacao foi iniciada pela adicdo da amostra e acompanhada por 4

minutos a 25°C, conforme procedimentos.

4.9.1 Determinacao da atividade maxima da GSH-Rd

A atividade da glutationa redutase foi determinada espectrofotometricamente
com base no decréscimo da concentracdo de NADPH a 340nm (CARLBERG e
MANNERVIK, 1985). A reacéao foi iniciada pela adicdo da amostra e acompanhada
por 3 minutos a 25°C, conforme protocolo de procedimentos para reacgoes.

4.9.2 Quantificacao da Proteina total

A quantificacdo das proteinas foi realizada segundo o método de
(BRADFORD, 1976). Os resultado serdo expresso em mg/mL. Para a quantificacao
de proteinas foram utilizadas aliquotas das mesmas amostras usadas para
determinacao da atividade das enzimas.

4.9.3 Analise estatistica

Foi utilizado o Software Microsoft Excel para realizar os calculos da atividade
enzimatica e tabulagdo dos dados. Com o software Statgraphics Plus, checou-se a
homocedasticidade das varidveis através do teste “F” de Levenes, seguido da

analise de variancia ANOVA para dados paramétricos com checagem de
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significancia entre os grupos (Fisher) método LSD (Anexo 3), sendo considerado
como significante p<0,05. Os dados foram apresentados em média e mais ou menos

erro padrao (tEP) na forma de Graficos e Tabelas.
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5 - RESULTADOS
5.1 PROTOCOLO DE EXAUSTAO
5.1.1 Determinacao do acumulo do lactato e maxima fase estavel.

O inicio do acumulo do lactato no sangue (OPLA) teve velocidade
correspondente a 17 m/min. O limiar anaerdbio encontrado do valor fixo (4 mmol)
teve velocidade correspondente a aproximadamente 26 m/min, sendo este a maxima
fase estavel do lactato no sangue (MLSS). A inclinacdo utilizada durante todo o
teste foi de 10°. (Figura 5)
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Figura 4. Determinacao do inicio do acumulo do lactato no sangue (OPLA) que ocorreu na velocidade
de 17 metros por minuto (m/min) e sua maxima fase estavel (MLSS) que ocorreu na velocidade de 26
m/min. em ratos Wistars machos. Valores da velocidade de esteira em metros por minuto (m/min)
com 10° de inclinagdo. Lactato sanglineo, em milimoles por litro por minuto (mmol/L). Valores
expressos em média mais ou menos erro padrao (+ EP). Simbolos, foram usados para identificar
significancia estatistica. (*P<0,03): comparado entre eles (3,2 - 3,8 - 4,8), e (+P<0,04): comparado
com o repouso (2,6mmol/L). n = 8.
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5.1.2 Padronizacao do protocolo de exaustao

A aplicacao do protocolo de exaustao conduziu 30 animais a exaustdo em um
tempo médio de 60 minutos, com erro padrdao * 1,3 minutos; mediana 60 min e
valores minimo e maximo de exaustao entre 48 e 73 minutos respectivamente. Na
Tabela 1, sdo mostrados os animais com seus respectivos nimeros e tempo de

exaustao, bem como a distribuicdo percentual que os mesmos atingiram a exaustao.

Tabela 1. Tempo de corrida em minutos até a exaustdo de cada animal (ratos
Wistars) conforme sua numeracdo na esteira ergométrica; Conforme protocolo de
exaustdo (Anexo 2). Observa-se também que 76,7% dos animais entraram em
exaustao na velocidade de 25 metros por minuto, enquanto que 23,3% exauriram na
velocidade de 21 metros por minuto, ambos com 10 graus de inclinacao.

o Velocidade de exaustédo ¢/ 10 graus de
% dos animais

inclinacao

76,7 25m/min

23,3 21m/min

ANIMAL TEMPO min ANIMAL TEMPO min ANIMAL TEMPO min

1 55 11 58 21 50
2 58 12 62 22 60
3 65 13 73 23 64
4 57 14 65 24 66
5 64 15 62 25 50
6 60 16 57 26 50
7 48 17 62 27 72
8 57 18 73 28 72
9 52 19 63 29 57
10 59 20 60 30 53

4
]

w
o
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5.2 — ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO MUSCULO EXTENSOR
LONGO DOS DEDOS

5.2.1 Glutationa redutase no musculo EDL

A atividade da glutationa redutase (GSH-Rd) no musculo extensor longo dos
dedos (EDL) um aumento de 26,67% para o periodo de 72h ap6s 0 exercicio
aerdbio de intensidade progressiva até exaustdo quando comparada com o controle.
Os demais periodos nao foram significantes, quando comparados com o controle.

Os respectivos valores sdo apresentados (Figura 5).

GSH-Rd
uMol/min. por mg de proteina
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Figura 5. Determinacdo de atividade da glutationa redutase (GSH-Rd) no musculo extensor longo
dos dedos (EDL) de ratos Wistars, analisada ao longo de um periodo de tempo de 0, 1, 2, 4, 8, 12,
24, 48 e 72 horas apés o término de um exercicio aerébio de intensidade progressiva até exaustao.
Valores sdo expressos em micromol por minuto por miligrama de proteina (uMol/min por mg de
proteina) apresentados em média, mais ou menos erro padrdo da média (*EP). *P=0,0462 quando
comparado com o grupo controle.




38

5.2.2 Superoéxido dismutase no musculo EDL

A Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), no musculo EDL, ndo
apresentou significaAncia estatistica comparada com o controle e entre eles ao longo
de um periodo de tempo 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas ap6s o término de um
exercicio aerébio de intensidade progressiva até exaustao (Figura 6).

SOD
U/mg de proteina

T —
C 0 1 2 4 8 12 24 48 72

Tempo em horas ap6s a exaustao

Figura 6. Determinacéo da atividade da superéxido dismutase (SOD) no musculo extensor longo dos
dedos (EDL), de ratos Wistars, analisada ao longo de um periodo de tempo de 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48
e 72 horas apdés o término de um exercicio aerdbio de intensidade progressiva até exaustao. Valores
expressos em unidade por miligrama de proteina (U/mg proteina), apresentados em média mais ou
menos erro padrao da média (tEP). Os valores ndo apresentaram significancia estatistica.
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5.2.3 Catalase no musculo EDL

A atividade da enzima catalase no musculo EDL apresentou uma
diminuicdo significante de 25,54% 24h apds o exercicio aerdbio de intensidade
progressiva até exaustdo quando comparada com o grupo controle. Os demais
periodos dos grupos analisados nao apresentaram significancia estatistica (Figura
7).
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Figura 7. Determinacao da atividade da catalase (CAT) no musculo extensor longo dos dedos (EDL)
de ratos Wistars, analisada ao longo de um periodo de tempo de 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas
apdés o término de um exercicio aerobio de intensidade progressiva até exaustdo. Valores expressos
em milimol por minuto por miligrama de proteina (mmol/min por mg de proteina), apresentados em
média mais ou menos erro padrao da média (+tEP).*P=0,0140 indica significaAncia estatistica quando
comparado com o controle.
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5.3 - ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO MUSCULO SOLEO
5.3.1 Glutationa redutase no musculo soleo

A Atividade da enzima glutationa redutase (GSH-Rd), no musculo séleo, ndo
apresentou significancia estatistica comparada com o controle ao longo de um
periodo de tempo 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas ap0s o término de um exercicio

aerobio de intensidade progressiva até exaustao (Figura 8).

50
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Figura 8. Determinagao da atividade da glutationa redutase (GSH-Rd), no musculo séleo, de ratos
Wistars, analisada ao longo de um periodo de tempo de 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas apds o
término de um exercicio aerébio de intensidade progressiva até exaustdo. Valores expressos em
micromol por minuto por miligrama de proteina (uMol/min por mg de proteina), apresentados em
média mais ou menos erro padrao da média (+EP). Os valores ndo apresentaram significancia
estatistica.
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5.3.2 Superoéxido dismutase no musculo séleo

A enzima SOD analisada no musculo séleo apresentou alteragcbes em
sua atividade com reducdes significativas para os periodos de 0, 1, 2, 4, 12, 48
horas ap6s o exercicio aerdbio de intensidade progressiva até exaustdo (-37,99%; -
28,30%; -31,18%; -55,72%; -42,88%; -30,83% respectivamente) quando
comparados com o controle (Figura 9).
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Figura 9. Determinacédo da atividade da superédxido dismutase (SOD), no musculo séleo de ratos
Wistars, analisada ao longo de um periodo de tempo de 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas apds o
término de um exercicio aerébio de intensidade progressiva até exaustdo. Valores expressos em
unidade por miligrama de proteina (U/mg proteina), apresentados em média mais ou menos erro
padrdo da média (+EP).*P=0,0001 indica significancia estatistica quando comparado com o controle.




5.3.3 Catalase no musculo soleo

A enzima catalase (CAT) analisada no musculo sbéleo apresentou uma
diminuicdo de sua atividade 24,40%, 4 horas ap6s o término do exercicio aerobio de
intensidade progressiva até exaustdao, quando comparado com o controle, os demais
periodos de 0, 1, 2, 8, 12, 24, 48 e 72 horas ndo apresentaram significancia

estatistica. (Figura 10).
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Figura 10. Determinagcdo da atividade da catalase (CAT), no musculo séleo de ratos Wistars,
analisada ao longo de um periodo de tempo de 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas apds o término de
um exercicio aerdbio de intensidade progressiva até exaustdo. Valores expressos em milimol por
minuto por miligrama de proteina (mmol/min por mg de proteina), apresentados em média mais ou
menos erro padrdo da média (+tEP).*P=0,0266 indica significancia estatistica quando comparado com

o controle.



43

5.3.4 Comparacao de resultados obtidos das antioxidantes

Na Tabela 2, é apresentada uma sintese comparatéria dos resultados obtidos
para a atividade das enzimas antioxidantes GSH-Rd, CAT e SOD, analisadas nos
musculos extensor longo dos dedos (EDL) e s6leo. Para o musculo EDL, a enzima
GSH-Rd aumentou sua atividade 72 horas ap6s o exercicio agudo aerdbio, portanto,
para a enzima catalase, houve uma diminui¢cdo de atividade e, na enzima SOD, nao
houve alteragbes. Para o mdusculo séleo, a enzima GSH-Rd ndo apresentou
alteragdes, porém houve diminuicdo de atividade das enzimas SOD e CAT nesse

musculo.

Tabela 2 — Sintese dos dados obtidos para as diferentes antioxidantes (GSH-Rd;
SOD total; CAT) analisadas nos musculos extensor longo dos dedos (EDL) e Séleo,
apos o protocolo de exercicio aerobio até exaustdo. Os valores foram expressos em
percentual (%).

" ENZIMA /MUSCULO % DEALTERACAO  PERIODO DE TEMPO
w
GlutatlorllzaDII:_%edutase +26.67% 70
Superéxido Dismutase - i
EDL
Caé‘gise 25,549 24
Glutationa Redutase B -
Séleo
Superéxido Dismutase -37,99% -28,30% -31,18% 4 o4 4o
Séleo -55,72% -48,88% -30,83% 0-1-2-4-12-48
Cgt;'g‘je -24,40% 4

Legenda: GSH-rd — Glutationa redutase; SOD total- Superédxido dismutase; CAT- catalase.
(+) = aumento, (-) = diminuicao,(--) = sem alteracao. P<0,0462 comparado com o controle
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6 - DISCUSSAO

6.1 Protocolo de exaustao

Pillis (1993) encontrou, em seus estudos com ratos Wistar, a MLSS com uma
velocidade de 25 metros por minuto por 10 graus de inclinacdo. Em nosso
laboratério, encontramos a MLSS semelhante, com uma velocidade de 26 metros
por minuto por 10 graus de inclinacdo. Isso apesar de nossa metodologia para
analisar o lactato coletado ter diferido do estudo de Pillis (1993), que utilizou analise
enzimatica com um kit comercial (Boehringer Diagnostica F.R.G.); consideramos o
uso de dosagem imediato ao aparelho lactimetro utilizado por nés, como sendo
fidedigno para os resultados. Porém, nos estudos de Manchado (2005), a MLSS
encontrada para uma concentracao de 3,9 (1.1 mmol/L) foi de 20 m/min, o que
conduziu 0s animais a exaustdao entre o décimo e o vigésimo quinto minuto de
exercicio. Talvez a diferenca de velocidade encontrada entre nossos estudos e os
estudos de Manchado (2005) é que este analisou o lactato coletado com o aparelho
(YSI 1500 SPORT), considerado excelente para esse tipo de andlise, mas que
apresenta pequenas diferencas de valores quando comparado com o aparelho
lactimetro, que foi demonstrado recentemente por Buckley (2003).

Portanto, a velocidade inicial encontrada em nossos estudos em que ocorreu
o OPLA, ou seja, o inicio do acumulo do lactato no sangue ocorreu a partir de 17
m/min. Manchado (2005) encontrou uma estabilizacdo na concentracdo minima de
3.2 (x1.1mmo/L) na velocidade de 15m/min. Pillis (1993), ap6s a aplicacao de seis
corridas consecutivas em um grupo com 0s mesmos animais em dias diferentes, ndo
encontrou alteragdes na concentracdo de lactato (aproximadamente 2.0 mmo/L)
sanglineo para uma velocidade de 17m/min. por 10° de inclinacdo. Logo
acreditamos que, quando se deseja criar um efeito de treinamento nesses tipos de
animais Wistars, uma intensidade minima seria algo em torno de 15 e 17m/min por
10° de inclinagdo. Isso justifica também o fato de, no periodo em que submetemos
0s animais a um periodo de adaptacdo a esteira, ndo produzirem efeitos de
treinamento quando submetidos 3 vezes por semana a uma velocidade entre 8 e 15

m/min sem nenhuma inclinacdo durante 5 minutos.
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A aplicagao do protocolo de exercicio (Anexo 2) conduziu 30 animais Wistars
a exaustao, de forma que 76,7% atingiram exaustao a 25 m/min.x10° de inclinacao e
23,3% a 21 m/min.x10°. Por isso, sugerimos que, para submeter grupos de animais
sedentarios a exaustao, deve-se considerar que estes possuem Lan diferente de 4.0
mmol/L e intensidades distintas das encontradas nos estudos de (MANCHADO,
2005; PILLIS, 1993). Desta forma, iniciar um protocolo que vise conduzir a exaustao,
a uma velocidade inferior a 21 m/min por 102 de inclinacao, seria recomendavel, pois
um protocolo que tem por objetivo avaliar os efeitos do exercicio extenuante deve
assegurar que esse gere lesao tecidual através de estresse mecanico e metabdlico.

Entre os fatores propostos como responsaveis pela lesdo muscular, estao:
0s estresses mecanico e oxidativo, o disturbio da homeostasia do calcio intracelular
e a resposta inflamatéria. Os fatores mecanicos e oxidativo iniciam a lesdo, e alguns
mediadores inflamatorios exacerbam a mesma nos dias que se seguem ao término
do exercicio (CLARKSON e SAYERS, 1999). Aoi (2004) investigou a contribuicao
das espécies ativas do oxigénio para gerar dano muscular apds o exercicio e se a
injuria estava relacionada indireta ou diretamente com as espécies ativas do
oxigénio, por meio da analise da translocacao do fator nuclear kappa beta (NF-Kf3) e
citocinas (in vitro e in vivo), no musculo esquelético, investigando se o atraso no
dano muscular causado por exercicio agudo prolongado estava relacionado com
ativacdo da cascata inflamatéria devido a contragdo muscular. Nas células da
linhagem L6 (linfécitos T e macréfagos), o peréxido de hidrogénio estimulou e
induziu a translocacgao do fator nuclear p65 (in vitro). No musculo gastrocnémio (in
vivo) o resultado foi semelhante. O exercicio também induziu a migracdo de
neutréfilos e dano muscular. Portanto, o autor concluiu que os resultados indicam
que o atraso no dano muscular apés exercicio prolongado é aparentemente
associado a infiltracdo de células fagociticas causando inflamagdo secundaria por
espécies ativas de oxigénio.

A desordem de citoesqueleto e miofibrilar foi investigada, apés uma sessao
de exercicios em individuos nao treinados; trés dias apds o término do exercicio; a
andlise histolégica da biopsia muscular indicou desordem do filamento desmina e
incremento da atividade dos lisossomos. Isso sugere que um longo periodo de

recuperagao seria necessario apdés uma sessao de exercicios em individuos nao
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treinados, para estabelecer o processo de regeneracdo (FRIDEN, 1984). O
desencadeamento da lesdo pode ainda estar relacionado com a presenca de
espécies ativas de oxigénio, elevacdo da temperatura e a diminuicdo do pH
resultante do acumulo do acido lactico gerado durante o exercicio (KREGEL, 2002;
SMOLKA, 2000). Eydoux (2000) submeteu um grupo sedentario de animais Wistars
a exaustao utilizando protocolo de exercicio agudo, com intensidade constante de
25m/min x 10° de inclinagdo. Paralelamente, um grupo de animais treinados, treinou,
durante cinco semanas, na mesma intensidade e também foram exercitados até a
exaustdo. O tempo de exaustdo para o grupo sedentario foi de 80 = 9 minutos e,
para o grupo treinado de 204 + 11 minutos. Portanto, isso vem dar suporte para a
individualidade entre os diferentes grupos avaliados, quando comparado com
nossos estudos que, em intensidade progressiva, 0s animais de mesma espécie
atingiram exaustdo no tempo de 60 *+ 7 minutos. Logo sugerimos, que nosso
protocolo de intensidade progressiva tenha um maior nimero de animais
completando o exercicio de exaustao.

Milne (2002), submeteu ratos a exercicio de corrida em diferentes
intensidades (15, 18, 21, 24, 27, 30 e 33 m/min x 2% de inclinacao). Esse autor
observou diferentes respostas nas proteinas de choque térmico nas diversas
intensidades, com um incremento da proteina de protecao (HSP70) quando o
exercicio era executado dentro ou préximo do limiar anaerdbio dos animais. Isso
vem reforcar a necessidade da predicdo individual da intensidade do treinamento
para estudos experimentais. Billat (2003) em seu estudo de revisdo relata que o
tempo de exercicio de resisténcia, ou seja, exercicios de resisténcia aerobia de
longa duracao, que pode ser realizado na maxima fase estavel do lactato no sangue
€ especulado em aproximadamente uma hora. Porém, esse encontrou que
individuos moderadamente treinados se exercitando no limiar anaerdbio de 4,0
mmol/L, o tempo de exaustdo para esses individuos era em média de 38 minutos.
Outrossim, doze estudantes de educacéao fisica se exercitando no limiar anaerdbio
individual que variou de 2,7 a 6,0 mmol/L tiveram um tempo de exaustdo em média
de 50 minutos, portanto, na relagdo de performance para modalidades de corridas,
corredores de maratona por exemplo (duragdo superior a 2 horas), necessitam
realizar a prova abaixo de seu limiar anaerobio individual. No presente estudo, o
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tempo médio de exaustdo foi de 60 minutos (Tabela 1), e com velocidade
correspondente ao limiar anaerébio previamente determinado, entao, sugerimos que
esses entraram em exaustdo por fatores como: estresse oxidativo, temperatura
corporal ou estoques de glicogénio muscular, mas nao por diminuicdo do PH
sanguineo. Assim, sugerimos que o0 presente protocolo possui uma intensidade

moderada a alta. Segundo Powers (2005) é submaximo.
6.2 Atividade das enzimas antioxidantes

No presente estudo a atividade da enzima GSH-Rd no musculo EDL
apresentou um aumento de 26,67% em sua atividade no grupo 72h quando
comparada com o controle (Figura 5). Ja nos estudos de Somani (1995), um
exercicio agudo em ratos sedentarios (Fisher-344), com peso entre 290g e 315g,
incrementou a atividade da GSH-Px em 129% no musculo cardiaco, imediatamente
apos o exercicio. Sugerimos, que isso se deva a diferente resposta antioxidante
dessa enzima para o musculo esquelético e o cardiaco, pois, segundo Halliwell e
Gutteridge (1989), a atividade dessas enzimas sdo 38 mg'/ proteina x 69 mg™/
proteina para o musculo esquelético e cardiaco, respectivamente. E isso também
para as diferentes intensidades do exercicio, pois estes tiveram um tempo total de
35 minutos de exercicio agudo, com apenas 5 minutos a 100% da capacidade
ventilatéria maxima. Essa intensidade € menor que o exercicio executado no limiar
anaeroébio, contudo, nos estudos de Eydoux (2000), o treinamento de 5 semanas em
ratos Wistars machos adultos diminuiu a atividade da GSH-Px nos musculos séleo e
gastrocnémio, porcao vermelha, em 36% e 38% respectivamente, 24 horas apds o
término de um exercicio agudo de exaustao em animais treinados por 5 semanas na
intensidade de 25m/min x 10° o qual teve tempo de exaustido de aproximadamente
204 minutos. O exercicio agudo, porém, no grupo nao treinado, aumentou a
atividade dessa enzima, sugerindo que a sua resposta é diferenciada para o tipo de
musculo e também se diferencia apds o treinamento. Por exemplo, em nosso estudo
EDL (fibras brancas), apresentaram aumento somente 72 horas (Figura 5) apds o
final da sesséo de exercicio.
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Foi observado ainda que a atividade da enzima Glutationa Redutase nao foi
alterada para o musculo séleo ao longo de uma cinética de tempo, ap6s um turno de
exercicio aerdbio de intensidade progressiva até a exaustdao (Figura 8). Como a
enzima GSH-Px participa de forma primaria na sequiéncia de rea¢des enzimaticas na
reducédo da GSH, essa GSH-Px pode apresentar uma diferenca de atividade quando
comparada com a GSH-Rd. Fiamoncini (2002) encontrou essa proposta em seus
estudos quando estudou os antioxidantes GSH, GSSG, GSH-Px e GSH-Rd em
eritrécitos de jogadores juniores de futebol, antes e 1:30 h apds um exercicio
aerdbio, encontrando uma diferenca significativa com aumento da atividade da GSH-
Px, porém sem alteracbes na atividade da GSH-Rd. Isso sugere que,
provavelmente, enquanto a concentracdo da GSH for adequada, prevalece a
atividade da GSH-Px. Nos estudos de Ji (1992), este autor, apds aplicar um turno
agudo moderado de exercicios para ratos, ndo encontrou alteragdes para nenhum
antioxidantes para o musculo séleo, mas, para 0 musculo vasto lateral (tipo II),
encontrou um significante incremento na atividade da GSH-Px, GSH-Rd. Em nossos
estudos, uma provavel causa de a atividade da GSH-Rd no musculo séleo nao ter
sido alterada de imediato, até 48 horas apds a exaustdo (Figura 8), seria um alto
nivel de EAO favorecendo nessa situacdo a atividade da CAT sobre a GSH-Px
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; POWERS e LENNON, 1999). Corroborando
com nossos estudos, Hatao (2006) avaliou a atividade enzimatica em pulmodes de
ratos Wistars, apés um exercicio agudo de 60 minutos com velocidade de 25m/min x
0°. Esse pesquisador ndo encontrou aumento de atividade na enzima GSH-Px,
talvez devido a uma menor intensidade de exercicio utilizado por esse autor, ou
diferenca de atividade, pois, em células de humanos, a atividade da GSH-Px é
pouco maior nos pulmdes do que no musculo esquelético 53 x 38 mg™ proteina
respectivamente (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989). Outros estudos tém
demonstrado que o treinamento incrementa a atividade da GSH-Px e GSH-Rd (LEW
e QUINTANILHA, 1991), porém, os resultados de Eydoux (2000) nos levam a sugerir
que, mesmo ap6s um periodo de treinamento, ao aplicar um turno agudo de
exercicios até a exaustdo, com alteracdes na homeostase, o sistema antioxidante
pode nao ser suficiente para combater o estresse oxidativo gerado. Também dando

suporte aos nossos estudos de nao encontrar significancia para essa enzima no
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musculo séleo (Figura 8), ha o estudo feito por Ji (1992), que observou que a
concentracao da GSH-Px, GSH-Rd é significantemente maior no séleo (tipo I), do
que no vasto lateral porcao superficial (SVL) ou profunda (DVL), ambos do tipo Il. Na
realizacdo de um turno agudo de exercicio moderado para ratos sedentarios, nao
houve alteracdo da atividade de nenhum dos antioxidantes para o musculo séleo,
mas, para o musculo vasto lateral DVL, houve um significante incremento na
atividade de GSH-Px, GSH-Rd.

A atividade da SOD no musculo EDL nao foi significante em nossos estudos
(Figura 6). Gregorevic (2001) investigou a administracdo por inalagdo de oxigénio
(hiperbarico), de forma aguda ou crdnica, duas vezes por dia, durante 28 dias.
Estimulou a produgcédo de EAQO e analisou, no musculo extensor longo dos dedos de
ratos Sprague Dawley, os efeitos na resposta de atividade na enzima SOD. A
administracao crénica hiperbarica de oxigénio, por 28 dias, aumentou a atividade da
superdxido dismutase dependente de manganés (Mn-SOD) em 241% nesse tipo de
fibra rapida, todavia a aplicagdo aguda de 60 minutos de oxigénio hiperbarico nao
alterou a atividade da enzima SOD, em ambas isoformas: manganés e cobre/zinco
no musculo EDL. Em nossos estudos, ndo encontrarmos no EDL nenhuma alteragéao
para a atividade da enzima SOD (Figura 6), porém, no musculo séleo, encontramos
uma diminuicao da atividade dessa enzima (Figura 9). Provavelmente o fato € que
esse musculo possui resposta diferenciada ao estresse oxidativo (GREGOREVIC,
2001). Também ao contrario de nossos estudos, Hatao (2006) encontrou aumento
na atividade da SOD, porém esse autor utilizou uma intensidade menor para o
exercicio agudo. Rinaldi (2006) estudou o efeito de treinamento na expressao génica
da enzima SOD no musculo cardiaco em ratos Wistars jovens (6 meses de vida), e
envelhecidos (24 meses de vida). O treinamento consistiu de corrida em esteira
ergométrica a uma intensidade de 30 m/min x 0° durante quarenta e cinco minutos e
cinco dias por semana durante oito semanas. A expressdo génica da SOD, nao
diferiu entre os grupos de ratos sedentarios jovens ou envelhecidos. MnSOD e
CuZnSOD, foi significantemente maior nos grupos treinados e envelhecidos quando
comparados com os grupos treinados ou sedentérios e jovens. No presente estudo
apesar de nao ter investigado a expressao génica de nenhuma enzima antioxidante;

mesmo assim podemos contextualizar a possivel ativacdo de genes para enzimas
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antioxidantes por fatores de transcricdo com incremento protéico, porém sem
atividade enzimatica como encontrado por Hollander (2001) apds um turno agudo de
exercicio a 25 m/min x 5° de inclinagéo, esse pesquisador encontrou expressio para
0 gene da SOD com estimulo de mRNA para tradugdo de MnSOD e incremento de
conteudo protéico em mdusculo mais oxidativo, e um incremento de conteudo
protéico sem incremento de mRNA sem incremento protéico em musculos oxidativo
e glicoliticos. Nosso estudo ndo encontrou significAncia para a enzima antioxidante
SOD para o musculo EDL, porém com reducdo da atividade da catalase e
incremento da atividade da glutationa reduase (Tabela 2). O presente estudo
também encontrou uma queda abrupta da atividate da enzima antioxidante SOD no
musculo EDL (fibras musculares rapidas lla e Ilb) (POWERS 2005), essa queda
ocorreu quarenta e oito horas ap6s o exercicio, bem no ponto onde a cinética de
atividade dessa enzima era crescente (Figura 6), apesar de nao significante o
resultado da enzima SOD para o musculo EDL, esse ocorrido nos levou a sugerir
tempo diferenciado da locomocao de fatores de transcricdo para o nucleo; como
encontrado por Hollander (2001) onde o fator de transcricdo NF-K ficou elevado por
quarenta e oito horas pdés um exercicio agudo no musculo vasto lateral de rato (fibra
rapida lla), porém, levou duas horas para o maior estado de incremento, para o
mesmo musculo o fator de transcricdo AP1 se elevou apenas até uma hora pés
exercicio agudo. Outrossim, o mesmo fator de transcricdo NF-KB para o musculo
vasto lateral (fibra rapida llb) a elevacao do fator ocorreu dentro de dez horas e
permaneceu até quarenta e oito horas. Ji (2004) aplicou um exercicio agudo em
animais sedentarios a 25 m/min x 5° de inclinagdo durante uma hora até a exaustdo
e foram decapitados em uma cinética de 0, 1, 2, 4, 24, ou 48 horas ap0s o0 exercicio
para analise do fator de transcricdo NF-KPB no musculo vasto lateral e gastrocnémio.
Os dados encontrados sugerem que o caminho de sinalizacdo do fator de
transcricdo NF-K pode ser ativado devido a contragdo muscular, presumivelmente
devido ao incremento na producdo de oxidantes EAO. Os eventos de cascata
ocorrem para elevar a expressao do gene MnSOD. Portanto respostas de expressao
génica e de traducdao podem ter influenciado a resposta da enzima SOD nesse
estudo.
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O presente estudo encontrou que a enzima SOD analisada no musculo
sOleo apresentou alteragcbes em sua atividade, com redugdes significativas
imediatamente apo6s o exercicio, até 48 horas, ndo sendo significante para os grupos
8 e 24 horas (Figura 9). A menor atividade foi encontrada 4 horas apds o exercicio (-
55,72%), quando comparada com o controle. Nos estudos de Hollander (2001), com
fémeas Sprague Dawley utilizando um exercicio de exaustdo em esteira (25 m/min,
5° de inclinagao), onde foi observada a atividade da SOD no musculo vasto lateral
(fibras lla e 1lb), em uma cinética ao longo do tempo entre 0 e 48 horas. Em ambos
os tipos de fibras, ndo foram significantes mudancas na atividade dessa enzima,
apesar deste ter encontrado incremento na quantidade de superéxido dismutase,
manganés dependente (Mn-SOD) e de RNA mensageiro. Assim nos sugerimos que
talvez Hollander (2002) ndo encontrou atividade dessa enzima devido a baixa
intensidade do exercicio. Oh-Ishi (1997) encontrou atividade dessa enzima apéds
exercicio agudo, no musculo s6leo de ratos, porém foi maior no grupo treinado.
Recentemente Dekany (2006) estudou a resposta da SOD no sangue de diferentes
atletas, frente a um exercicio agudo aerdbio de intensidade progressiva. Esse autor
também encontrou uma diminuicdo na atividade dessa enzima 5 minutos apdés o
término do exercicio agudo. Acikgoz (2006) investigou o efeito do exercicio
exaustivo agudo em esteira ergométrica nas enzimas antioxidantes SOD, GSH-Px e
lipoperoxidagdo no tecido cerebral de ratos Wistars machos com vinte e quatro
semanas de vida, em uma cinética de tempo de 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas apds o
exercicio de exaustdo. A intensidade do exercicio agudo de exaustdo foi de 25
m/min x 5° de inclinacdo, essa intensidade foi atingida gradualmente. Os resultados
ndo mostraram diferencas significantes para lipoperoxidagdo e atividade das
enzimas SOD e GSH-Px para toda a cinética de tempo quando comparados com o
grupo controle. O presente estudo encontrou significante diminuigdo da atividade da
enzima SOD, no musculo soéleo (Figura 9), talvez porque utilizamos uma maior
intensidade (25 m/min x10° de inclinacao) e também devido a diferenca de atividade
para essa enzima (SOD) nos diferentes tecidos (cerebral e musculo esquelético) 408
x 282 U/mg de proteina respectivamente (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).
Acikgoz (2006) também relata que a intensidade utilizada por ele 25 m/min x 5° de

inclinagcao corresponde a 100% do VO, maximo, sendo que o0 mesmo nao testou



52

isso por meio de testes nos animais; considerando também que o limiar anaerdbio
encontrado por Pillis (1993) para essa espécie de animais é de 25 m/min x10° de
inclinacdo, sugerimos que Acikgoz (2006) n&o relacionou corretamente as variaveis
limiar anaerdbio versus VO, maximo.

A atividade da enzima catalase no musculo EDL, entretanto, teve sua
atividade reduzida em 25,54%, 24 horas ap6s o término do exercicio de exaustao
quando comparado com o grupo controle (Figura 7). Pereira et al. (1994), em um
modelo especial de treinamento de natacdo para ratos, encontrou elevada atividade
da catalase aumentada em 100% em relacdo ao controle, 24 horas apés a ultima
sessao de treinamento no musculo gastrocnémio, porcdo branca. Isso sugere
diferentes respostas da enzima para o tipo de exercicio, treinamento e fibra
muscular, que pode envolver maior ou menor participacdo dos musculos ou a
resposta diferenciada, conforme a carga de trabalho na via metabdlica aerdbia,
acarretando em uma maior ou menor producao de EAO por unidade de tempo. Esse
ocorrido promove diferentes respostas dessa enzima nos diversos estudos e
protocolos de exercicio agudo. Segundo Clanton et al. (1999), uma elevada
concentracao mitocondrial de peroxido de hidrogénio via Mn-SOD, pela reducdo de
anion superoxido, pode agudamente reduzir a atividade da catalase.

O atual estudo, também encontrou que, no musculo sbéleo, houve uma
diminuicdo da atividade da catalase em 24,40% quando comparado com o controle
sedentario, 4 horas apés o término do exercicio de exaustdo (Figura 10). Hatao
(2006) estudou a atividade enzimdtica em pulmdes de ratos Wistars, apdés um
exercicio agudo de 60 minutos com velocidade de 25m/min x 0°. Esse pesquisador
nao encontrou aumento de atividade na enzima catalase ou por diferencas de
atividade dessa enzima comparada entre os diferentes tecidos, 36 mg'/proteina x
210 mg'/proteina no musculo esquelético e pulmio respectivamente, ou talvez
devido a uma menor intensidade de exercicio utilizado por esse autor. Pinho (2006)
estudou a relagdo de equilibrio entre as enzimas antioxidantes SOD e CAT no
musculo esquelético de ratos Wistars submetidos a treinamento e um grupo de
animais ndo treinados, em esteira ergométrica. O protocolo de treinamento consistiu
de doze semanas a velocidade de 17 m/min x 10° de inclinagdo durante cinqlienta

minutos por dia. Essa intensidade em nossos estudos correspondeu ao inicio do
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acumulo do lactato no sangue OPLA, sendo considerada de baixa intensidade. Os
musculos analisados por Pinho (2006) foram gastrocnémio (fibras mistas) e
quadriceps (porcao vermelha) onde a atividade das enzimas antioxidantes foi
analisada quarenta e oito horas apds o final da ultima sessdo de exercicio nos
animais treinados ou nao treinados. A atividade da enzima antioxidante catalase foi
significantemente diminuida no grupo treinado quando comparado com 0s nao
treinados para ambos 0s musculos gastrocnémio (misto) e quadriceps (porcao
vermelha); porém, SOD atividade foi significantemente incrementada no grupo
treinado também em ambos os musculos gastrocnémio (misto) e quadriceps (porcéao
vermelha), o autor sugere que esses resultados estdo de acordo com alguns
estudos da literatura, € na contramao de outros. Portanto, o presente estudo que foi
realizado em animais ndo treinados (sedentarios) encontrou para o musculo séleo
(fibras vermelhas) uma relacdo de diminuicdo de atividade para ambas as enzimas
SOD e CAT (Tabela 2), sugerindo um efeito deletério para o musculo esquelético.
Pois segundo Petersen (2005) ap6s o exercicio sdao incrementados os niveis de
citosinas pro-inflamatorias, estando nesse momento o musculo com a capacidade
antioxidante diminuida e a producdo de espécies ativas de oxigénio aumentada,
tornando esse susceptivel a leséo tecidual e processo inflamatério.

Varios autores, entao, verificaram que a resposta das enzimas antioxidantes
€ altamente dependente de inumeros fatores, incluindo: tipo de exercicio e de
programa de treinamento, duracdo, intensidade, exposicao prévia ao exercicio,
idade do individuo, estado nutricional, tecido e tipo de fibra analisada, tempo de
obtencao das amostras para analise e a técnica utilizada (SUZUKI, 2000; KHASSEF,
2001). Assim, observa-se uma discordancia dos dados da literatura se o exercicio
agudo aumenta o nivel de antioxidantes enddgenos. N6s sugerimos que alguns
autores ndo se utilizam de ferramentas ideais para padronizar o protocolo de
exercicio aplicado. Souza (2006) fez uma revisao da literatura comparando os
efeitos dos exercicios aerdbios versus anaerobios na atividade das antioxidantes. O
autor relata que nos exercicios aerdbios agudo (em sedentarios): aumenta a
atividade da catalase nas fibras rapidas oxidativas, enquanto que nas enzimas
glutationa peroxidase e superéxido dismutase, essas incrementam nos trés

principais tipos de fibras (Tipo I, lla e Ilx). Porém, para o exercicio
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predominantemente anaerdbio ocorre uma diminuicdo da superoxido dismutase e

nenhuma alteracdo na atividade da enzima glutationa peroxidase. Esses resultados

encontrados por Souza (2006) vao na contramao dos nossos estudos (Tabela 2),

portanto nos sugerimos que a revisao feita por esse autor se utilizou de poucas

linhas de base para a pesquisa, bem como se ateve mais na revisdo de

biomarcadores de lesdo celular como a creatina quinase e de lipoperoxidagao

lipidica, como o malondialdeido. Portanto:

v

Em todos resultados das antioxidantes observamos uma tendéncia de que as
enzimas aumentem sua atividade 72 horas apds o término do exercicio. Isso

nos leva a sugerir uma possivel adaptacao do sistema antioxidante.

Sugerimos que os protocolos de exercicio elaborados para estudos
experimentais com animais de laboratério devem utilizar o limiar anaerébio

individual.

Existe na lituratura uma caréncia de estudos sobre a atividade das enzimas

antioxidantes durante o exercicio anaerébio.

No musculo séleo nado houve alteracbes significantes para a enzima
glutationa redutase em funcdo da atividade diminuida das enzimas

superdxido dismutase, e da catalase

O estudo proporcionou novos conhecimentos, porém novos estudos sao

necessarios para melhores esclarecimentos.
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7 — CONCLUSAO

Esse estudo levou as seguintes conclusodes:

1. O exercicio agudo padronizado previamente levou os animais a exaustao,
produzindo os efeitos de estresse oxidativo esperado, tendo como base as
alteragdes na atividade dos antioxidantes quando comparados com o controle.

2. Nao é recomendado iniciar um protocolo de exaustdo acima da
intensidade de 21 m/min x 10°, deve-se considerar o limiar anaerdbio individual, para
nao superestimar alguns animais do grupo que podem possuir esse limiar abaixo do
que € preconizado para essa espécie.

3. Os musculos EDL e séleo expressaram diferentes padroes de respostas
antioxidantes frente ao protocolo exercicio utilizado. Para o musculo EDL, composto
por fibras rapidas (Tipo IlI), o mesmo possui uma variedade entre fibras (tipo lla e
lIb), modulando a resposta antioxidante.

4. Os resultados encontrados no presente estudo, indica que para individuos
nao treinados ou sedentarios; estes devem iniciar um programa de treinamento de
corrida com intensidade baixa. Ou seja, ndo comecar um treinamento de corrida no

limiar anaerdébio.

5. A Resposta de recuperacdo do sistema antioxidante foi tardia dentro do
periodo analisado. Chegando a 3 dias para que o sistema antioxidante enzimatico

retornasse a valores proximos ao de repouso.
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8 — Resultados de producao com o estudo
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10 — ANEXOS

ANEXO 1 APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Cidade Universttiria “Armando de Salies Ofiveira”

Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 — CEP. 05508-000 S&o Paulo, SP -~ Brasil
Telefone :(55) (011) 3081.7733 ~ telefax : (56) (011) 3081.7438

e-mail: cep@ich.usp.br

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo registrado sob n°® 049 nas fls. 5 do livro 2
para uso de animais em experimentacéo, sob a responsabilidade da Profa.
Dra. Rozangela Verlengia, Coordenadora da Linha de Pesquisa
"Caracterizacéo da lesido muscular (apoptose ou necrose) no mitscilo
de ratos e humanos frente ao exercicio fisico intenso e a resposta de
defesa reparo’ do qual participou(aram) ofs) aluno(s): Leonardo Silveirs,
esta de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo Animal (COBEA] e fol
aprovado pela COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CEEA) em 28.09.2004.

Sio Paulo, 28 de setembro de 2004

Y
-
~ -

Profo. Dra. Marilia C. Leite Seelaender _ Prof, Dr. Francisco Carlos Pereira
Coordenadora da CEEA Secretario da CEEA




ANEXO 2 PADRONIZACAO DE PROTOCOLO DE EXAUSTAO

Padronizacio de protocolo de exaustio em esteira ergométrica com intensidade

progressiva para ratos Wistar

TEMPO VELOCIDADE EM INCLINACAO
minutos m/min graus
5 13 0
5 14 0
5 14 2,5
10 14 5
5 15 5
5 16 5
5 17 5
5 21 5
10 21 10
Até exaustéo 25 10

Borges, (2006)



ANEXO 3 TESTE MULTIPLO ALCANCE DE FISHER METODO LSD

Comparacdo de significancia para a enzima GSH-Rd no musculo EDL

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of concentracdo into two
components: a between-group component and a within-group component.
The F-ratio, which in this case equals 2,16066, is a ratio of the
between-group estimate to the within-group estimate. Since the
P-value of the F-test is less than 0,05, there is a statistically
significant difference between the mean concentracdo from one level of
tratamento to another at the 95,0% confidence level. To determine
which means are significantly different from which others, select
Multiple Range Tests from the list of Tabular Options.

Contrast Difference +/- Limits
0 -1 -1,192 2,4887
0 - 12 -0,638 2,4887
0 -2 -2,488 2,4887
0 - 24 -1,56 2,4887
0 - 4 -0,202 2,4887
0 - 48 -2,022 2,4887
0 - 72 *-4,152 2,4887
0 - 8 -0,156 2,4887
0 - c¢ -1,272 2,4887
1 - 12 0,554 2,4887
1 -2 -1,296 2,4887
1 - 24 -0,368 2,4887
1 - 4 0,99 2,4887
1 - 48 -0,83 2,4887
1 - 72 *-2,96 2,4887
1 -8 1,036 2,4887
1 -c -0,08 2,4887
12 - 2 -1,85 2,4887
12 - 24 -0,922 2,4887
12 - 4 0,436 2,4887
12 - 48 -1,384 2,4887
12 - 72 *-3,514 2,4887
12 - 8 0,482 2,4887
12 - ¢ -0,634 2,4887
2 - 24 0,928 2,4887
2 - 4 2,286 2,4887
2 - 48 0,466 2,4887
2 - 72 -1,664 2,4887
2 - 8 2,332 2,4887
2 - c 1,216 2,4887
24 - 4 1,358 2,4887
24 - 48 -0,462 2,4887
24 - 72 *-2,592 2,4887
24 - 8 1,404 2,4887
24 - ¢ 0,288 2,4887
4 - 48 -1,82 2,4887
4 - 72 *-3,95 2,4887
4 - 8 0,046 2,4887
4 - c -1,07 2,4887
48 - 72 -2,13 2,4887
48 - 8 1,866 2,4887
48 - ¢ 0,75 2,4887
72 - 8 *3,996 2,4887
72 - ¢ *2,88 2,4887
8 - ¢ -1,116 2,4887

* denotes a statistically significant difference.



Comparacdo de significancia para a enzima CAT no musculo EDL

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of concentracdo into two
components: a between—-group component and a within-group component.
The F-ratio, which in this case equals 2,72603, is a ratio of the
between—-group estimate to the within-group estimate. Since the
P-value of the F-test is less than 0,05, there is a statistically
significant difference between the mean concentracdo from one level of
tratamento to another at the 95,0% confidence level. To determine
which means are significantly different from which others, select
Multiple Range Tests from the list of Tabular Options.

Contrast Difference +/- Limits
0 -1 0,73 1,0175
0 - 12 0,142 1,0175
0 - 2 0,18 1,0175
0 - 24 0,92 1,0175
0 - 4 0,242 1,0175
0 - 48 0,082 1,0175
0 - 72 *-1,126 1,0175
0 - 8 0,744 1,0175
0 - c -0,256 1,0175
1 - 12 -0,588 1,0175
1 -2 -0,55 1,0175
1 - 24 0,19 1,0175
1 -4 -0,488 1,0175
1 - 48 -0,648 1,0175
1 - 72 *-1,856 1,0175
1 -8 0,014 1,0175
1 -c -0,986 1,0175
12 - 2 0,038 1,0175
12 - 24 0,778 1,0175
12 - 4 0,1 1,0175
12 - 48 -0,06 1,0175
12 - 72 *-1,268 1,0175
12 - 8 0,602 1,0175
12 - ¢ -0,398 1,0175
2 - 24 0,74 1,0175
2 - 4 0,062 1,0175
2 - 48 -0,098 1,0175
2 - 72 *-1,306 1,0175
2 - 8 0,564 1,0175
2 - c¢ -0,436 1,0175
24 - 4 -0,678 1,0175
24 - 48 -0,838 1,0175
24 - 72 *-2,046 1,0175
24 - 8 -0,176 1,0175
24 - ¢ *-1,176 1,0175
4 - 48 -0,16 1,0175
4 - 72 *-1,368 1,0175
4 - 8 0,502 1,0175
4 - ¢ -0,498 1,0175
48 - 72 *-1,208 1,0175
48 - 8 0,662 1,0175
48 - c -0,338 1,0175
72 - 8 *1,87 1,0175
72 - ¢ 0,87 1,0175
8 - ¢ -1,0 1,0175

* denotes a statistically significant difference.



Comparacdo de significancia para a enzima CAT no musculo séleo

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of concentracdo into two
components: a between—-group component and a within-group component.
The F-ratio, which in this case equals 2,42091, is a ratio of the
between—-group estimate to the within-group estimate. Since the
P-value of the F-test is less than 0,05, there is a statistically
significant difference between the mean concentracdo from one level of
tratamento to another at the 95,0% confidence level. To determine
which means are significantly different from which others, select
Multiple Range Tests from the list of Tabular Options.

Contrast Difference +/- Limits
0 -1 *-5,49 4,16188
0 - 12 *~5,072 4,16188
0 -2 -2,214 4,16188
0 - 24 *-5,41 4,16188
0 - 4 1,172 4,16188
0 - 48 *—4,362 4,16188
0 - 72 -3,72 4,16188
0 -8 -2,284 4,16188
0 - c -3,006 4,16188
1 - 12 0,418 4,16188
1 -2 3,276 4,16188
1 - 24 0,08 4,16188
1 - 4 *6,662 4,16188
1 - 48 1,128 4,16188
1 - 72 1,77 4,16188
1 -8 3,206 4,16188
1 - c 2,484 4,16188
12 - 2 2,858 4,16188
12 - 24 -0,338 4,16188
12 - 4 *6,244 4,16188
12 - 48 0,71 4,16188
12 - 72 1,352 4,16188
12 - 8 2,788 4,16188
12 - ¢ 2,066 4,16188
2 - 24 -3,196 4,16188
- 4 3,386 4,16188
2 - 48 -2,148 4,16188
2 - 72 -1,506 4,16188
2 - 8 -0,07 4,16188
2 - ¢ -0,792 4,16188
24 - 4 *6,582 4,16188
24 - 48 1,048 4,16188
24 - 72 1,69 4,16188
24 - 8 3,126 4,16188
24 - ¢ 2,404 4,16188
4 - 48 *-5,534 4,16188
4 - 72 *-4,892 4,16188
4 - 8 -3,456 4,16188
4 - c *-4,178 4,16188
48 - 72 0,642 4,16188
48 - 8 2,078 4,16188
48 - c 1,356 4,16188
72 - 8 1,436 4,16188
72 - c 0,714 4,16188
8 - ¢ -0,722 4,16188

* denotes a statistically significant difference.



Comparacdo de significancia para a enzima SOD no musculo soleo

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of concentracdo into two
components: a between—-group component and a within-group component.
The F-ratio, which in this case equals 5,03017, is a ratio of the
between-group estimate to the within-group estimate. Since the
P-value of the F-test is less than 0,05, there is a statistically
significant difference between the mean concentracdo from one level of
tratamento to another at the 95,0% confidence level. To determine
which means are significantly different from which others, select
Multiple Range Tests from the list of Tabular Options.

Contrast Difference +/— Limits

0 -1 -1,112 2,87243
0 - 12 0,56 2,87243
0 - 2 -0,784 2,87243
0 - 24 -2,368 2,87243
0 - 4 2,034 2,87243
0 - 48 -0,824 2,87243
0o - 72 *-5,59 2,87243
0 -8 -1,778 2,87243
0 - c *—4,35 2,87243
1 - 12 1,672 2,87243
1 -2 0,328 2,87243
1 - 24 -1,256 2,87243
1 - 4 *3,146 2,87243
1 - 48 0,288 2,87243
1 - 72 *—4,478 2,87243
1 -8 -0,666 2,87243
1 - c *-3,238 2,87243
12 - 2 -1,344 2,87243
12 - 24 *-2,928 2,87243
12 - 4 1,474 2,87243
12 - 48 -1,384 2,87243
12 - 72 *~6,15 2,87243
12 - 8 -2,338 2,87243
12 - ¢ *—4,91 2,87243
2 - 24 1,584 2,87243

-4 2,818 2,87243
2 - 48 -0,04 2,87243
2 - 72 *—4,806 2,87243
2 - 8 0,994 2,87243
2 - ¢ *-3,566 2,87243
24 - 4 *4,402 2,87243
24 - 48 1,544 2,87243
24 - 72 *-3,222 2,87243
24 - 8 0,59 2,87243
24 - ¢ 1,982 2,87243
4 - 48 -2,858 2,87243
a4 - 72 *—7,624 2,87243
4 - 8 *-3,812 2,87243
4 - ¢ *—6,384 2,87243
48 - 72 *—4,766 2,87243
48 - 8 -0,954 2,87243
48 - ¢ *-3,526 2,87243
72 - 8 *3,812 2,87243
72 - ¢ 1,24 2,87243
8 - ¢ 2,572 2,87243

* denotes a statistically significant difference.
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Certiricacleo
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Certificamos que o trabalho “Efeitos do exercicio de alta
intensidade na cinética de resposta da enzima antioxidante
- SOD”, de autoria de: EDUARDO BORGES; SERGIO PAULO DE
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Anexo 5 XXII Congresso Latinoamericano e 1 Iber-Americano de Ciéncias
Fisiologicas da Argentina

_Borges IBRASIL

Dear Participant :

We inform you that your abstract has been accepted and included in the Program. It must be
presented as a poster (max height 1.50; max wide 0.90 mtrs). Time schedule will be in the web in few
days. See poster number in the upper strip
Sincerely
Congress Secretariat
IBERO-ALACF

E-mail classificado pelo Identificador de Spam Inteligente.
Para alterar a categoria classificada, visite o Terra Mail

Esta mensagem foi verificada pelo E-mail Protegido Terra.
Scan engine: McAfee VirusScan / Atualizado em 03/10/2006 / Versao: 4.4.00/4865
Proteja o seu e-mail Terra: http://mail.terra.com.br/
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