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“A vida é como andar de bicicleta:
para manter o equilibrio, deve-se

ficar em movimento.”

(Albert Einstein)



RESUMO

LIMA MC. Efeito do exercicio fisico aerobico sobre os niveis de estresse oxidativo em
camundongos. Campo Grande; 2012. [Dissertacdo- Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul].

Objetivo: Avaliar a influéncia do exercicio fisico aerébico sobre o estresse oxidativo em
camundongos. Método: Utilizou-se no estudo 20 camundongos (Swiss), distribuidos em dois
grupos: controle-sedentdrio (GA, n=10) e exercicio (GB, n=10). Todos os animais
permaneceram em periodo de adaptacdo de sete dias. A seguir o grupo GB foi submetido a
exercicio fisico em roda giratéria angulada montada sobre eixo articulado por 5 minutos
durante 3 dias consecutivos. Decorridos quatro dias de experimento, os animais do (GB)
foram submetidos a unica sessdo de exercicio por 45 minutos. Apds foram realizados
eutandsia e coleta das amostras. A avaliagdo do estresse oxidativo foi realizada por meio da
mensuragdo dos niveis de malondiadeido pelo método do TBA. As amostras foram lidas em
espectrofotometro a 535nm. Resultados: A andlise de MDA intergrupos evidenciou aumento
ndo significativo na comparacdo entre os tecidos avaliados. Diferenga significativa foi
observada na comparagdo intragrupo para o GA (p = 0,0201). Evidenciaram-se valores
significantemente inferiores no musculo cardiaco em relacdo ao plasma. A andlise de
variancia do GB apontou diferenga significativa entre os tecidos (p = 0,0009), com valores
menores no musculo cardiaco em relacdo ao plasma (p<0,001), e maiores no musculo estriado
em relagdo ao musculo cardiaco ( p<0,05). Conclusao: O exercicio fisico aerébico promoveu
aumento ndo significativo sobre os niveis de estresse oxidativo em camundongos.
Descritores: estresse oxidativo, exercicio aerébico, peroxidacdo de lipideos.



ABSTRACT

LIMA MC. MC. Effect of aerobic exercise on levels of oxidative stress in mice. Campo
Grande; 2012. [Dissertation- Federal University of Mato Grosso do Sul].

Purpose: To evaluate the influence of aerobic exercise on oxidative stress in mice. Methods:
The study included twenty female mice Mus musculus-Swiss divided into two groups:
sedentary control (GA) and exercise (GB), each containing ten animals. All animals
underwent an adaptation period of seven days isolated in individual boxes. After this period,
the animals in the exercise group (GB) were trained in angled running wheel with
circumference of 25 cm assembled on an articulated axle during 5 minutes for 3 consecutive
days. On the fourth day, they underwent an exercise program of one session lasting 45
minutes. The evaluation of oxidative stress was performed by determining the levels of
malondialdehyde by the TBA method. The samples were read in a spectrophotometer at 535
nm. Results: The MDA intergroup analysis did not reveal significant increase when
comparing the evaluated tissues. A significant difference was observed in the control group (p
= 0.0201) during the intragroup comparison. Significant lower values were noticed in the
smooth tissue than in plasma. The GB analysis indicated significant difference among the
tissues (p= 0.0009), with lower values in the smooth muscle in relation to plasma (p <0.001)
and higher in striated muscle in relation to smooth muscle (p <0.05),was observed.
Conclusion: Physical exercise did not result in significant increase on the levels of oxidative
stress in mice.

Key words: oxidative stress, aerobic exercise, lipid peroxidation.
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1 INTRODUCAO

O oxigénio € uma molécula fundamental para os organismos aerdbios, utilizada tanto
na producdo de energia através da cadeia transportadora de elétrons na mitocondria dos
eucariotos, como na membrana celular de muitas bactérias, e em inumeras vias metabdlicas
fundamentais. O oxigénio consumido tem como principal via de metabolismo o sistema
aerdbio, ou seja, a mitocondria. Esse sistema € responsdvel pela utilizacdo de 85 a 90% de
todo o oxigénio consumido, os outros 10 a 15% sendo utilizados por enzimas oxidases e
oxigenases e por reacdes quimicas de oxidagdo direta (SCHENEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Ao mesmo tempo, seu consumo € capaz de gerar substincias téxicas intra e
extracelulares, criando entdo o chamado “paradoxo do oxigénio”, devido ao balanco existente
entre suas vantagens e desvantagens. Essas substincias toxicas sdo geradas durante o
transporte de elétrons, reagdes enzimadticas, ou ainda reacdes de auto oxidagdo, e sdo
comumente chamadas de espécies reativas de oxigénio (EROs) (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007).

O estresse oxidativo € descrito como um desequilibrio entre a formacdo de espécies
reativas de oxigénio e sistema antioxidantes gerando um potencial dano oxidativo a estruturas
celulares. Sendo assim o equilibrio entre os pré-oxidantes e antioxidantes é essencial para
manutencdo da homeostasia celular (equilibrio redox) (SIES, CADENAS, 1985).

Espécies reativas de oxigénio, em sub-doses letais, atuam como moléculas
modificadores intra celulares de genes expressao, e podem mediar processos de proliferacdo e
diferenciac@o celulares. Em niveis mais altos, essas substancias podem iniciar ou executar a
morte da célula por apoptose (BLOOMER, 2005).

Hébitos de vida inapropriados tais como ingestdo de dlcool, fumo e dieta inadequada,
condi¢des ambientais impréprias, tais como exposicdo a radiacdo ndo ionizante UV e ondas
curtas, polui¢do, alta umidade relativa e temperatura elevada, estados psicolégicos que
provocam estresse emocional, o envelhecimento e o exercicio fisico realizado de forma
extrema também estdo associados ao estresse oxidativo (ELSAYED, 2001).

A quantidade de espécies produzidas durante o exercicio estd diretamente relacionada
com a velocidade do metabolismo aerdbio. O exercicio aumenta os processos oxidativos dos
musculos, levando a um aumento da geragdo de EROs e de seus subprodutos no homem

(WOLINSKY, HICKSON JR, 1996).
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O exercicio excessivo praticado por atletas treinados podem prover exposi¢cao de ERO
que exceda o efeito protetor de qualquer resposta adaptdvel alcancada no treinamento. Outros
fatores que podem se sobrepor ao exercicio para inducao do dano oxidativo, por exemplo € a
deficiéncia nutricional antioxidante. Durante a execucdo de protocolos de exercicio com baixa
intensidade e duragdo, defesas antioxidantes parecem ser suficientes contra a producdo de
EROs, mas em niveis de intensidade e/ou duracdo aumentados de exercicio, essas defesas
nao sdo mais suficientes, resultando em dano oxidativo circundante para os tecidos

(LONGO et al., 2008).

A natureza aleatdria dos ataques realizados pelas EROs dificulta a caracterizacdo de
seus produtos de reacdo, mas todas as moléculas bioldgicas sdo suscetiveis as suas lesoes
oxidativas. A oxidacdo dos lipidios poliinsaturados nas células rompem a estrutura das
membranas bioldgicas, e as lesdes oxidativas no DNA podem produzir mutacdes. Quando os
radicais livres escapam do sistema antioxidante e atacam os dcidos graxos insaturados na
dupla ligacdo entre alguns dtomos de carbono ocorre o inicio de uma reagdo em cadeia que ird
alterar a estrutura da membrana. A esta reacdo se denomina peroxidacdo lipidica que &

intensamente deletéria ao organismo (ARUOMA, 1994).

A peroxidacdo lipidica € uma das principais conseqiiéncias do estresse oxidativo e
uma das reacdes mais utilizadas para a avaliacio do mesmo, sendo considerada como um
indicador indireto da a¢do dos radicais livres (GUTTERIDGE, HALLIWELL, 1990).

O exercicio fisico pode induzir a peroxidacao lipidica conduzindo a problemas como
inativacdo de enzimas da membrana celular, diminuicdo da efetividade do sistema imune, e
progressdo de doencas cronico-degenerativas como o cincer e doencas cardiovasculares
(MIYAZAKI, et al., 2001).

Dentre os aldeidos originados pela peroxidagdao lipidica na membrana estd o
malondiadeido (MDA) que tem sido objeto de grande interesse apesar de sua origem
complexa e ainda ndo totalmente esclarecida. O MDA tem sido amplamente utilizado como
marcador do estresse oxidativo (DRAPER, HADLEY, 1990).

Estudos tém demonstrado que o exercicio fisico intenso provoca estresse oxidativo em
animais e humanos, estando possivelmente relacionado, por exemplo, com fadiga e lesdes
teciduais. Os fatores relacionados ao aumento de peroxidacdo lipidica através do exercicio
fisico sdo a intensidade, nivel de aptiddo fisica, status antioxidante, o tecido a dieta e a

recuperacdo (MIYAZAKI, et al., 2001).
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Apesar dos diversos trabalhos abordando o tema em questdo, na literatura consultada
apresentam-se lacunas em relacdo aos efeitos do exercicio fisico para andlise da peroxidagdo
lipidica. Diante disso, o presente estudo visou avaliar a influéncia do exercicio fisico aerébico
envolvendo medidas de peroxidagdo lipidica nos diferentes tecidos corporais em

camundongos relacionando-as de uma forma separada.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Espécies Reativas de Oxigénio e Estresse Oxidativo

Os radicais livres (RLs) sdo agentes oxidantes caracterizados como espécies atdmicas
ou moleculares que possuem um ou mais elétrons desemparelhados na sua drbita externa,
tornando-as espécies altamente reativas que agem como eletréfilos (GILLHAN et al., 1997).

Os radicais livres de oxigénio (RLO) s@o produzidos naturalmente em nosso
organismo através de processos metabdlicos oxidativos e, muitas vezes, sdo de extrema
utilidade, como nas situacdes em que hd necessidade de ativagdo do sistema imunoldgico
(como exemplo, os macréfagos utilizam o peréxido de hidrogénio para destruir bactérias e
outros elementos estranhos); na desintoxicacdo de drogas; e na produgdo do fator relaxante
derivado do endotélio, o Oxido nitrico, extremamente importante nos processos que
desencadeiam o relaxamento dos vasos sanguineos (SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).

Os radicais livres sao liberados durante a producdo de energia, estdo envolvidos com a
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias
biologicas. No entanto, em excesso apresentam efeitos prejudiciais, tais como a

lipoperoxidagdo, agressdo as proteinas e ao DNA (BARREIROS, DAVID, 2006).

Perdado elétron
r o
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P +7 = i | £ .}
gt g% s r Y R A

h ! D — Y g p — b i P
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hidrogénio

Figura 1 - Esquema representativo da geracdo de radicais (WOLKMER, 2009).

Conforme Schneider e Oliveira (2004), o oxigénio (O,) que respiramos € metabolizado
em nosso organismo da seguinte maneira: aproximadamente 85 a 90% sdo utilizados pela
mitocOndria, através da cadeia de transporte de elétrons, e os 10 a 15% restantes sao utilizados
por diversas enzimas oxidases e oxigenases e também por reacdes quimicas de oxidacdo

diretas. Na parte terminal da cadeia de transporte de elétrons, a enzima citocromo oxidase
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remove um elétron de cada uma das quatro moléculas reduzidas de citocromo c, oxidando-as,
e adiciona os quatro elétrons ao O, para formar dgua (em torno de 95 a 98% dos 85 a 90%
citados acima). Os 2 a 5% restantes sdo reduzidos univalentemente em metabdlitos
denominados espécies reativas de oxigénio.

Sob condigdes fisioldgicas normais, a maioria das Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO ou em inglés ROS: “Reactive Oxygen Species”) é produzida na cadeia respiratoria
mitocondrial, onde 95-98% do oxigénio consumido € reduzido a dgua e o restante utilizado na
formacdo de ERO (2 a 5%). A molécula de oxigénio pode aceitar um total de quatro elétrons
para ser reduzida a duas moléculas de 4gua, mas pode, também, ser reduzida por um elétron
por vez, levando a produgdo de ERO (CARDOSO, 2008).

O termo “Espécies Reativas de Oxigénio” inclui além dos Radicais Livres de Oxigénio
(RLO) (como o radical superéxido e o radical hidroxila), espécies nao-radicais como, por
exemplo, peroxido de higrogénio (H,0O,), mensageiro secunddrio na transdu¢@o de sinal intra
e extra-celular), o 4cido hipocloroso (HOCI), agente oxidante produzido por neutréfilos, o

oxigénio singlet (uma forma altamente reativa do oxigénio) (BARREIROS, DAVID, 2006).

2.1.1 Principais espécies reativas de oxigénio

As EROs mais estudadas sdo, o radical superdxido (O;"), o radical hidroxila (OH"), o
peréxido de hidrogénio (H,O,) e o oxigénio singlete (‘O,) por serem produzidas em grande

quantidade pelo metabolismo aerébio (EVANS, HALLIWELL, 2001).

Radical superéxido (O *)

O radical superéxido € formado apds a primeira redu¢do do oxigénio molecular por
elétron. O radical super6xido possui ac¢do bactericida, sendo permedvel a membranas, e
produzido durante a ativacdo maxima de neutréfilos, mondcitos, macréfagos e eosindfilos.
Apesar de ser considerado pouco reativo em solugdes aquosas, € capaz de oxidar moléculas

como o acido ascorbico e tiois (FERREIRA, MATSUBARA, 1990).

Radical hidroxila (OHe)

E considerada a ERMO mais reativa em sistemas bioldgicos. A combinacao

extremamente rdpida do OH com metais ou outros radicais no préprio sitio onde foi
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produzido confirma sua alta reatividade. Assim, se o hidroxila for produzido préximo ao
DNA e a este DNA estiver fixado um metal, poderdo ocorrer modificacdes de bases purinicas
e pirimidinicas, levando a inativagdo ou mutacdo do DNA. Além disso, o hidroxila pode
inativar vdrias proteinas (enzimas € membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-
SH) a pontes dissulfeto (-SS). Também pode iniciar a oxidacdo dos dcidos graxos
polinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidacdo) (HALLIWELL, GUTTERIDGE,
1986; FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

Peréxido de hidrogénio (H,O»)

Por nao possuir elétrons desemparelhados na sua dltima camada, geralmente ndo é
considerado como um radical livre. Porém, o H;O, € um metabdlito do oxigénio
extremamente deletério, pois participa da rea¢do que produz o OH'. O H,O, tem vida longa, é
capaz de atravessar camadas lipidicas, pode reagir com a membrana eritrocitiria e com
proteinas ligadas ao Fe*. Assim, é altamente téxico para as células, esta toxicidade pode ser
aumentada de dez para mil vezes quando em presenca de ferro. A reagao do H,O, com os
metais de transicdo como o ferro e o cobre, é denominada reacdo de Fenton, onde ha a

liberacao do radical hidroxila (HALLIWELL, CHIRICO, 1993).

Oxigénio singlet ( 1O;)

E a forma excitada de oxigénio molecular e ndo possui elétrons desemparelhados em
sua tltima camada. O 'O, tem importancia em certos eventos bioldgicos, mas poucas doencas
foram relacionadas a sua presenga. Embora as ERO possam ser mediadoras de doencas, sua
formacdo nem sempre € deletéria, como na defesa contra a infec¢do, quando a bactéria
estimula os neutréfilos a produzirem espécies reativas com a finalidade de destruir o
microorganismo. Contudo, poderdo ocorrer varios eventos nosolégicos, se houver estimulo
exagerado na producdo dessas espécies, e a ele estiver associada uma falha da defesa
antioxidante (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990; FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

Em condigdes fisioldgicas normais, as EROs podem desempenhar importante papel
fisiolégico na regulacdo da resposta imunoldgica, participando do processo fagocitico de
defesa contra infeccdes e atuando como fatores de transcri¢io na sinalizacdo intracelular,

induzindo a apoptose. No entanto, o aumento na sua produgdo e/ou a reducdo na sua
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eliminagdo gera um desequilibrio fisiolégico, caracterizando o estresse oxidativo
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

O estresse oxidativo estd relacionado a situacdes onde os mecanismos celulares pro-
oxidantes (producdo de ERO e ERN) superam os mecanismos de defesas incluindo os
sistemas enzimaticos e outros antioxidantes. E um estado em que h4 uma elevada produgio de
espécies reativas. Este estado estd comumente ligado a danos celulares como, por exemplo,
peroxidacao de lipidios, fragmentacdo de proteinas e acidos nucléicos. A regulacdo adaptativa
dos sistemas de defesa pode proteger, parcialmente ou totalmente, a célula contra os danos
oxidativos, mas pode também levar a danos teciduais e eventualmente a morte celular por
necrose ou apoptose (VALKO et al., 2007). Portanto, caso ndo haja nenhum mecanismo de
defesa eficiente, esse estado pode trazer prejuizos significativos a satde.

Um alvo muito importante dos radicais livres ¢ o DNA. A formacao de radicais livres
proximo ao DNA pode resultar na oxidacao de bases de pirimidina e purina, e quebras na fita.
Dentre as bases, a guanina ¢ altamente sensivel a oxidacdo (formacdo de 8-
hidroxideoxiguanosina, 8-OhdG) mediado por radicais livres. Essas alteracdes no DNA tém
sido associadas com processos mutagénicos e carcinogénicos. A partir da década de 80,
cresceu o interesse sobre as Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Espécies Reativas de
Nitrogénio (ERN) através de estudos que revelaram que tais Radicais Livres estavam
relacionados a doencas inflamatérias como a artrite reumatdide, enfisema pulmonar,
aterosclerose e doencas neurodegenerativas (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

Para lidar com este paradoxo, a célula possui uma série de defesas capazes de evitar o
efeito deletério destas ERO geradas pelo metabolismo aerdbio, organizada em diferentes
niveis. Estas defesas sdo comumente chamadas de defesas antioxidantes, e podem ser

produzidas endogenamente ou adquiridas pela dieta (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

2.2 Sistema de Defesa Antioxidante

Por definicdo, uma substancia antioxidante é aquela capaz de diminuir ou inibir a
oxidagdo mesmo presente em baixas concentragdes em relagdo a seu substrato. Desta forma,
estes compostos protegem os sistemas bioldgicos contra os efeitos deletérios dos processos ou
das reacdes que levam a oxida¢c@o de macromoléculas ou estruturas celulares. Dessa forma, os
antioxidantes podem, teoricamente, prolongar a fase de iniciagdo ou entdo inibir a fase de
propagagdo, mas nio podem prevenir completamente a oxidacio (JORDAO JR. et al., 1998;

HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2000; BARREIROS et al., 2006).
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Os antioxidantes protegem o organismo inibindo as reagdes ligadas a formagdo de
radicais livres, impedindo a perda da integridade celular e, ainda, reparando as lesdes
causadas por tais compostos (AMORIM, TIRAPEGUI, 2008).

Como as ERO sao continuamente formadas em pequenas quantidades pelos processos
normais do metabolismo, todas as células possuem mecanismos para minimizar seus efeitos
agressores. Cabe salientar que a composi¢do das defesas antioxidantes difere de tecido a
tecido, de tipo de célula a tipo de célula e possivelmente de célula a célula do mesmo tipo, em
um dado tecido (SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).

O equilibrio entre a producdo de radicais livres e defesa antioxidante serve para
determinar o estado redox intracelular, que por sua vez desempenha um papel na otimizagdao
da funcao celular (ALLEN,TRESINE, 2000).

Células de mamiferos sdo dotados de vias de sinaliza¢do que sdo sensiveis para o meio
redox intracelular e pode ser ativado pelo estresse oxidativo. Assim, perturbagdes transitdrias
no equilibrio redox, causando uma mudancga para uma ambiente mais oxidante, podem ocorrer
via aumento na produ¢do de RONS e / ou de defesa antioxidante diminuida e parecem servir
como um "sinal" para a ativacao de varios mecanismos de sinalizag¢do celular importante para
a ideal funcdo fisiolégica (FISHER, BLOOMER, 2009).

Para uma melhor distin¢do entre os varios tipos de antioxidantes, essas biomoléculas
sdo classificadas conforme a sua estrutura em enzimaticos e nao-enzimaticos (URSO,

CLARKSON, 2003).

2.2.1 Antioxidante Enzimatico

O sistema enzimatico € a primeira linha de defesa antioxidante, evitando o acimulo do
anion radical superéxido e do peréxido de hidrogénio. E formado por diversas enzimas,
destacando-se a glutationa peroxidase (GPx); catalase (CAT); e super6xido dismutase (SOD)
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2000; BELLO, 2002). Desta forma, o sistema antioxidante

enzimatico diminui as EROs e, conseqiientemente a oxidacao de estruturas bioldgicas.

2.2.1.1 Glutationa peroxidase (GPx)

A GPX € uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducdo do perdxido de

hidrogénio e hidroperéxidos organicos para dgua e dlcool, usando a glutationa como doador
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de elétrons. A GPX estd localizada tanto no citosol quanto na matriz mitocondrial
(MIYAMOTO et al., 2003)

A GPx apresenta-se sob 4 formas: GPx1 ou cldssica, encontrada no citosol de todas as
células do corpo; GPx2 ou gastrointestinal, especifica do trato gastrointestinal; GPx3 ou
plasmatica ou extracelular, encontrada no fluido do revestimento interno do pulmao e no leite
materno, além do plasma em mamiferos, e a GPx4, que atua sobre perdxidos de residuos de
acidos graxos nas membranas e lipoproteinas, reduzindo, também, o hidroper6xido da timina,
formado como conseqiiéncia do ataque dos radicais a base timina do DNA (RAYMAN,
2000).

A glutationa oxidada ou dissulfeto (GSSG) formada € regenerada para GSH através da
glutationa redutase (GR) com transferéncia de elétron do NADPH. A atividade da GPx pode
ser promovida pela suplementacio dietética com selénio, e seus principais locais de ag¢ao sao

figado e eritrécitos, podendo ocorrer também no coragdo, pulmdes e muisculos (MAXWELL,

1995).

2.2.1.2 Catalase (CAT)

A enzima CAT catalisa a degradacdo do peréxido de hidrogénio. Na reacdo, uma das
moléculas de peréxido de hidrogénio € oxidada a oxigénio molecular e a outra é reduzida a
adgua (CHANCE et al., 1979). Esta localizada, principalmente, no peroxissoma, entretanto,
outras organelas como as mitocondrias podem conter alguma atividade da CAT.

Em animais, a catalase estd presente em todos os Orgdos vitais do corpo,
principalmente no figado, o qual possui uma concentragdo de peréxido de hidrogénio

ligeiramente baixa (INOUE, 1994).

2.2.1.3 Superéxido-dismutase (SOD)

A SOD faz parte de um grupo de metaloenzimas abundantes em células aerébias e é
das mais importantes enzimas antioxidantes. Por ser o primeiro grupo enzimatico no combate
aos radicais livres, cabe a ela a dismutacdo do radical superdxido a peroxido de hidrogénio
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2000).

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em
sua composi¢do. Nos sistemas eucariontes existem duas formas de SOD. A forma SOD-

cobre-zinco estd presente principalmente no citosol, enquanto que SOD-manganés esta
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localizada primariamente na mitocondria. O papel benéfico e protetor da SOD vem sendo
demonstrado numa variedade de patologias tanto clinicas quanto pré-clinicas (MAXWELL,

1995).

2.2.2 Antioxidantes Bioldgicos Nao-Enzimaticos

Compreende os antioxidantes hidrofilicos (Glutationa reduzida, vitamina C, inddis e
catecois) e lipofilicos (bioflavonas, vitamina E e carotendides). A glutationa reduzida (GSH) é
o principal antioxidante ndo-enzimatico endogeno e pode ser encontrada em vdrios tecidos
bioldgicos, sendo que no sangue, 99,5% da GSH ¢ intra-eritrocitdria. Sua fun¢do antioxidante
se da pela capacidade de ser um doador imediato de elétrons para neutralizar H,O, e
lipoperéxidos, e também pela capacidade de seqiiestrar EROs ¢ ERNs (NOZAL et al., 1997,
HALLIWELL, GUTERIDGE, 2000).

2.2.1.1 Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH, L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina) estd presente na maioria
das células e € o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular. Sua capacidade redutora é
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 exposic@o a agentes como fons ferro, oxigé€nio hiperbdrico, ozona, radiacao
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 detoxificacio de
agentes quimicos e da eliminacdo de produtos da lipoperoxidagdo. Ainda, é requerida para a
sintese de DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas. (FERREIRA, MATSUBARA,
1997).

2.2.1.2 Vitamina E ou tocoferol

O termo vitamina E € a designacdo comum de duas diferentes familias de compostos
que ocorrem na natureza: os tocoferdis e os tocotriendis. O alfa-tocoferol € o composto mais
potente e a forma predominante da vitamina E. A vitamina E € encontrada em vegetais e
oleaginosas, gérmen de trigo e em menores quantidades em carnes, peixes e vegetais. A

recomendacdo didria para homens e mulheres sdo 15 mg/dia de alfa-tocoferol (SKOL, 1988).
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O alfa-tocoferol é um antioxidante lipossolivel que atua bloqueando a etapa de propagacdo da
lipoperoxida¢do dos dcidos graxos poliinsaturados das membranas e lipoproteinas. Ao
interceptar o radical peroxila resultante da lipoperoxidagdo, torna-se oxidado formando o
radical tocoferil, que podera ser regenerado pelo ascorbato ou glutationa ou ubiquinol a alfa-

tocoferol (POWERS, HAMILTON, 1999; ADAMS, BEST, 2002).

2.2.1.3 Vitamina C

A vitamina C (dcido ascérbico ou ascorbato) € hidrossolivel e considerada como um
antioxidante extracelular importante (FINAUD et al., 2006). Fontes de vitamina C incluem
frutas citricas, morangos, meldes, kiwis, tomates e folhas verdes. O cozimento pode destruir a
vitamina, por isso, a melhor forma de obté-la é através de alimentos in natura. A
recomendacao de ingestdo didria € de 90 mg/dia para homens, 75 mg/dia para mulheres, com
um acréscimo de 35 mg/dia para fumantes. Em pH fisioldgico a vitamina C encontra-se na
forma de ascorbato a qual é a forma que atua como antioxidante, ao doar um He para um
radical. O ascorbato pode atuar como antioxidante diretamente nas membranas celulares, por
impedir a iniciacdo da peroxidagdo lipidica ou indiretamente por regenerar o alfa-tocoferol

(SKOL, 1988).

2.3 Peroxidacao Lipidica

Os lipidios constituem uma grande variedade de diferentes compostos hidrofébicos
que incluem &cidos graxos, fosfolipidios, esterdides, e outras substancias. Os 4cidos graxos
sdo a maior fonte de combustivel metabdlico, além de serem moléculas estruturais da
membrana celular. Os dcidos graxos sdo particularmente vulnerdveis a peroxidacdo pelo
ataque por OH (LITTLE, GLADEN, 1999).

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acdo das EROs, porém a membrana
¢ um dos mais atingidos resultando na lipoperoxida¢do. As membranas bioldgicas sdo
constituidas principalmente por fosfolipideos, os quais possuem uma porc¢do polar e duas
hidrofébicas. Geralmente, as “caudas” hidrofébicas sdo compostas por dcidos graxos, que
podem diferir no comprimento e na configuracdo em que se apresentam, e também no grau de
instauracio (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007). Quando ocorre um desequilibrio
metabodlico, as ERO atacam os 4cidos graxos insaturados das membranas celulares num

processo chamado de peroxidacdo lipidica (PL). Este mecanismo resulta em modificagdes nos
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lipideos de membrana e esta perde suas caracteristicas arquitetonicas, tornando-se mais firme
e menos flexivel. A a¢do das EROs na membrana leva a destruicdo de sua estrutura, faléncia
dos mecanismos de troca de metabdlitos e formagao de produtos citotéxicos (HERSHKO,
1989). A lipoperoxidag¢do também pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento,
de cancer e a exacerbacao da toxicidade de xenobidticos, assim como na formacdo das EROs.

Deste modo, o processo de PL representa um evento citotoxico primdrio que
desencadeia diversas injurias as células, ocasionando destrui¢do da estrutura da membrana e
de mecanismos de troca de metabdlitos, o que leva a apoptose celular (PETRY ER er al.;
2010).

Nem sempre os processos de lipoperoxidagdo sio prejudiciais, pois seus produtos sao
importantes na reacdo em cascata a partir do dcido aracdonico (formacao de prostaglandinas)
e, portanto, na resposta inflamatéria (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990).

A lipoperoxidacdo consiste em 3 fases: inicia¢do, propagacdo e término. Na fase de
iniciagdo (1), o radical RL remove hidrogénio do 4cido graxo insaturado produzindo um
radical de lipideo (Le), que ao reagir com o oxigénio molecular forma o radical peroxila
(LOOe). Na propagacdo (2) o LOOe retira hidrogénio de outro lipideo, formando o
hidroperéxido de lipideo (LOOH) e Le e assim sucessivamente. Na fase terminal (3), os
radicais produzidos se combinam formando um nao-radical. O LOOH pode sofrer outras
reacoes produzindo aldeidos e alcanos (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

Virios fatores contribuem para o término deste processo ciclico de lipoperoxidacao,
tais como a neutralizacdo desses inimeros radicais por antioxidantes, formacdo de produtos
nao radicalares, consumo dos reagentes, dentre outros. Entre os produtos finais formados
durante o processo de lipoperoxidacdo, destacam-se gases de hidrocarbonetos e os aldeidos,
como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxynonenal (4-HNE) (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007).

O grau de peroxidacdo dos fosfolipidios € determinado pelas concentracdes de
malondialdeido (MDA) e o método comumente aplicado de mensuragdao é o de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (ESTERBAUER, 1993).

As principais metodologias utilizadas para a avaliacdo da LPO em sistemas biolégicos
medem a formagao de produtos gerados durante as diferentes fases deste processo. Portanto, é
importante utilizar as varias técnicas disponiveis, pois a sua escolha dependerd do propdsito
do investigador, ou seja, da fase do processo de LPO que se pretenda avaliar. Um método
considerado ideal na mensuragdo da LPO deve: (1) identificar e quantificar produtos

derivados especificamente do processo de peroxidagdo; (2) ter um baixo coeficiente de
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variacdo, quando analisadas amostras diferentes de um mesmo individuo; (3) ndo estar sujeito
a interferéncias de outras biomoléculas; (4) empregar técnicas robustas e, portanto, mais
confidveis; (5) ndo sofrer interferéncia direta da dieta e (6) ter sensibilidade para mensurar

niveis basais dos produtos (GUTTERIGGE 1995; HALLIWELL, 2000).

2.3.1 Malondialdeido como Marcador de Peroxidacdo Lipidica

O Malondialdeido (MDA) € composto de trés carbonos, e um dos principais produtos
finais da peroxidag¢dao lipidica de &cidos graxos poliinsaturados (principalmente acido
aracdonico) e seus ésteres, sendo formado pela cisdo destes dcidos graxos, apds a peroxidagdo
(DUARTE et al.; 2008).

Aldeidos sao geralmente espécies reativas capazes de formar adutos e complexos em
sistemas bioldgicos e 0 MDA nao € excecao, embora as principais espécies em pH fisioldgico
€ o fon enolato que € de baixa reatividade relativa. Consistentes provas estdo disponiveis para
a reacdo entre MDA e macromoléculas celulares, como proteinas, RNA e DNA.
Virios experimentos t€ém demonstrado que o MDA prontamente modifica proteinas e reage
com DNA para formar adutos de desoxiguanosina e desoxiadenosina que pode ser
mutagénico e estes podem ser quantificados em varios tecidos humanos (LYKKESFELDT,
2007).

Embora a oxidagdo de acidos graxos poliinsaturados € a principal fonte de MDA in
vivo, outras fontes menores existe como subprodutos da geracdo de radicais livres por
ionizacdo radiacdo e da biossintese de prostaglandinas (VALENZUELA, 1991).

A quantificacdo de MDA nos sistemas bioldgicos € um parametro importante para
avaliacdo do estresse oxidativo celular. O método introduzido por Yagi (1976) tem sido
amplamente utilizado. O principio deste método consiste na reacdo do MDA com o &cido
tiobarbitdrico (TBA), sendo o produto detectado através de leitura espectrofotométrica na
regido do visivel. A sua condensa¢do com o dcido tiobarbitdrico (TBA) forma produtos, que
podem ser determinados por absor¢ao no visivel (532 nm) ou por fluorescéncia (553 nm). Se
a formagdo de produtos derivados do MDA usualmente requer pH baixo e temperaturas
elevadas (80-100 °C), algumas substancias fluorescentes derivadas do MDA podem ser
geradas em pH neutro e temperatura mais baixa (37 °C) (ANTUNES et al.; 2008).

Os produtos da lipoperoxidagdo podem ser classificados em primarios (dienos

conjugados e hidroperéxidos) ou secundarios (isoprostanos e MDA). Apesar de ser produto
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secundédrio a quantificacio do MDA € usualmente utilizada para identificar situacdes
oxidativas (FINAUD et al, 2006). Existem diferentes métodos laboratoriais para a
determinacao do MDA, o mais empregado é quantificacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) (MORRISSEY, SHEEHY, 1999).

O ensaio mais simples e mais freqiientemente usado para a oxidagdo lipidica
€ o 4cido tiobarbitirico TBA ou ensaio. Geralmente sob forte condi¢do 4cida e aquecimento,
as amostras bioldgicas reagem com TBA levando a formagao de rosa "produtos coloridos que
podem ser mensurados por métodos colorimétricos ou fluorimétrico (LYKKESFELDT,
2007).

O teste padrdo, introduzido por Kohn e Liversedge, em 1944, é bastante popular
porque ¢é simples e rapido, porém inespecifico. Consiste na medida de um cromoégeno réseo
formado pela reagdo do MDA com duas moléculas de 4cido tiobarbitiirico, em meio acido e
alta temperatura. Essa reacdo, chamada de “teste das substincias reativas com &cido
tiobarbitdrico (SRATB)”, representa multiplos métodos que utilizam o TBA, formando o
complexo MDA: TBA (1:2), que tem absor¢ao méaxima em 532 nm e apresenta fluorescéncia
(Iexc = 515 nm e lem = 553 nm). Neste teste utiliza- se como padrdao o MDA obtido pela

hidrdlise do tetrametoxipropano ou tetraetoxipropano (YU et al., 1986).

2.4 Exercicio Fisico

Segundo Thompson et al. (2003), a atividade fisica pode ser definida como um
movimento fisico produzido pelos musculos esqueléticos que resulta em gasto energético pelo
organismo; e o exercicio fisico como uma atividade fisica estruturada e de repeticdo que visa
melhora ou manutencdo do condicionamento cardiorrespiratério e fisico, incluindo forca
muscular, a composi¢ao corporal e flexibilidade.

As taxas metabdlicas elevadas como resultado de exercicio fisico podem aumentar
dramaticamente o consumo de oxigénio (VO;nsx) em até de 20 vezes em relagdo aos valores
de repouso e 100 vezes a nivel muscular (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

O aumento do consumo de oxigénio, assim como a ativagdo de vias metabdlicas
especificas durante ou apds o exercicio, resulta na formacdo de radicais livres de oxigénio,
substancias conhecidas simplesmente como radicais livres. Estas moléculas estdo aumentadas
nos exercicios de alta intensidade e extenuantes e foram relacionadas a um grande niimero de
doencas como enfisema pulmonar, doengas inflamatoérias, aterosclerose, cancer e

envelhecimento. (SCHINEIDER, OLIVEIRA, 2004). Por outro lado, sabe-se que a atividade
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fisica é uma conhecida forma de estresse e a exposi¢do cronica a ela, chamada treinamento
fisico, € capaz de disparar adaptacdes em resposta a uma maior producdo destes radicais livres
(ALBRIGHT et al., 2000).

A prética de exercicios fisicos predominantemente aerébios provoca aumento do fluxo

de oxigénio na mitocondria, sendo que aproximadamente dois a cinco por cento deste
oxigénio ndo sdo completamente reduzidos, formando assim ERO. Por outro lado, apesar do
exercicio anaerdbio ser executado independente do aporte de oxigénio, a produgdo excessiva
de ERO tem sido verificada durante esse tipo de esforco, provavelmente por outros
mecanismos (SOUZA et al., 2006).
A cadeia transportadora de elétrons mitocondrial é considerada a principal fonte de radicais
livrtes no exercicio aerébio. Vérios dos centros de oxirreducdo existentes nos quatro
complexos enziméticos que compdem a cadeia respiratéria podem ser oxidados por oxigénio
molecular, resultando na formacao de radical superéxido (VOLLARD, SHEARMAN, 2005).

Outro mecanismo considerado responsdvel pela producdo de radicais livres no
exercicio € o processo de isquemia-reperfusdo. Em exercicios realizados em intensidade
acima do VOonsx, 0 tecido muscular pode sofrer hipoxia, pela falta de circulacdo sangiiinea
apos repetidas contragdes (isquemia). A reoxigenacdo destes tecidos logo depois do rapido
aumento no fluxo sangiiineo (reperfusdao) pode levar a producdo de radicais livres. Esta
isquemia, seguida de reperfusdo causada pelo exercicio intenso, promove a conversao de
xantina desidrogenase (XD) em xantina oxidase (XO) e forma radical super6xido como
subproduto final da reagdo (SMITH, REID, 2006).

Até recentemente, acreditava-se que a sintese de radicais livres na atividade fisica
tinha apenas efeitos deletérios para o organismo. Hoje, ¢ reconhecido que baixos niveis de
radicais livres presentes na musculatura em repouso podem sinalizar etapas da contragao
normal. As espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio modulam varios elementos da funcao
celular, como captacdo de glicose, metabolismo mitocondrial, transcricio génica e
catabolismo muscular. Tais metabdlitos ainda t€ém complexos efeitos autdcrinos/paracrinos
nos componentes celulares que regulam a contragdo (AMORIM, TIRAPEGUI, 2008).

O estresse oxidativo tem sido associado com a diminuicdo da performance, fadiga,
dano muscular e excesso de treinamento (overtraining). Por essa razdo, alguns pesquisadores
sugerem que reduzir o estresse oxidativo pode melhorar a tolerincia ao exercicio bem como a
performance fisica (POWERS et. al,, 1999). Embora os beneficios do aumento no VOjp;x
sejam bem estabelecidos, um paradoxo bioquimico é verificado. O aumento no consumo

méximo de O, é essencial para a aptiddao cardiovascular e performance, porém o aumento no
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consumo durante o exercicio pode ser prejudicial. Dependendo do tipo e intensidade do
exercicio, t€ém sido propostos varios mecanismos na geracdao de ERO, segundo Konig e Berg
(2002):

1) Aumento na producdo de O,* na cadeia respiratoria.

2) Ativacao da Xantina Oxidase (XO): a XO catalisa a degradacao do monofosfato de
adenosina (AMP) durante o trabalho muscular isquémico, levando ao aumento na producdo de
O,*". Durante a isquemia, o AMP, formado do ATP (trifosfato de adenosina) pela reacdo de
adenilato quinase, é degradado para hipoxantina. A XO é convertida e, dessa forma, reduzida
para xantina desidrogenase durante a isquemia por proteases intramusculares, as quais
necessitam de Ca*. A XO converte a hipoxantina para xantina e 4cido trico usando o oxigénio
molecular como receptor de elétrons, formando assim o O,e".

3) Ativacdo de neutr6filos polimorfonucleares apds danos musculares induzidos por
exercicio: o exercicio leva a formacao de vérias células do sistema imune como neutréfilos,
mondcitos e macréfagos que sdo capazes de produzir ERO. Entre essas células, os neutréfilos
sao a maior fonte de producao de O, pela reacdo NADPH-oxidase.

4) Menor homeostase do calcio em musculos estressados: o exercicio leva a uma
isquemia muscular e 2 diminui¢io da homeostase do Ca®, o que favorece a produgio de ERO
por reagoes catalisadas pela XO (CHEVION ez. al., 2003).

Em geral os danos musculares causados pelo estresse oxidativo s@o mais evidentes em
individuos pouco treinados, que realizam exercicios com intensidade e dura¢do acima do seu
estado de condicionamento fisico. J4 foi observado que o estresse oxidativo ocasionado pelo
exercicio agudo intenso pode ser minimizado, pela realizacdo de um treinamento, com
sobrecargas progressivas e ajustadas, antes dos individuos serem submetidos a um estresse
agudo de alta intensidade (MYIAZAKI, et al., 2001).

O exercicio cronico aumenta a expressao da Heat Shock Proteins (HSPs), proteinas de
estresse com funcdo de reparo e prevencdo de danos teciduais, no musculo esquelético e
cardiaco, por exemplo, sendo capaz de reduzir a extensdo da apoptose (morte celular
programada) em ratos que realizaram exercicio aerobico moderado, por diminuir os niveis de
genes pro-apoptoticos, e aumentar os niveis de genes anti-apoptéticos (SIU et al., 2004)

O envolvimento de exercicios de alta intensidade no estresse oxidativo tem sido
demonstrado através da deteccdo direta de radicais livres, da demonstracdo de aumento na
peroxidacao lipidica e ainda pela diminui¢ao dos niveis de antioxidantes em diversos 6rgaos

apos atividade fisica intensa (DAVIES et al., 1982; ALESSIO, 1993).
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A peroxidacdo lipidica parece ser um importante mecanismo pelo qual o exercicio
induz lesdo e pode ser monitorada através da determina¢do da concentracdo de marcadores
bioquimicos tais como, substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), hidroperéxidos
lipidicos (LOOH) e dienos conjugados (URSO, CLARKSON, 2003). Contudo, ha ainda
divergéncias sobre o papel da peroxidacdo lipidica na lesdo muscular induzida por exercicio
intenso.

Tem sido relatado aumento na peroxidacgao lipidica, detectado através da formagao de
substancias reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS), apds exercicios de intensidades alta e
moderada (ALESSIO, GOLDFARB, 1988). KANTER et al., (1988), observaram aumento de
77% na concentracdo de TBARS no plasma de humanos apds corrida exaustiva e no musculo
e figado de ratos ap6s exercicio intenso (DAVIES et al., 1982).

Um dos produtos de peroxidacdo lipidica na membrana é o Malondialdeido, um
dialdeido altamente reativo que eventualmente reage com o amino grupo de proteinas,
fosfolipidios e 4cidos nucléicos, induzindo a modificagdes estruturais das moléculas
biologicas (MIYAZAKI et al,, 2001). Marzatico et al., (1997), estudando maratonistas e
velocistas, encontraram niveis de Malondialdeido (MDA) de repouso mais elevados nestes
dois grupos de corredores, quando comparados a individuos sedentarios.

Durante o exercicio fisico, o figado parece ser um importante alvo da peroxidacdo
lipidica, uma vez que, tanto o exercicio submiximo quanto o exercicio realizado até a
exaustdo em esteira, induzem aumento significativo nas concentracdes de MDA (SOUZA et
al.; 2006)

Apesar de ndo ter sido constatado uma relagdo entre dose-resposta no que se refere a
intensidade do exercicio quanto aos niveis de peroxidacdo lipidica, quando a mesma foi
acompanhada através dos gases etano e pentano expirados durante o exercicio progressivo,
apresentou uma relagdo dose-resposta com o exercicio. Tais resultados demonstraram que ha
remog¢do dos produtos de peroxidacdo lipidica na recuperacdo apds o exercicio de carga
progressiva (LEAF et al., 1997).

Entretanto, mesmo que o exercicio intenso induza a uma alteracdo significativa na
producdo de ERO, estudos recentes mostram que o exercicio fisico regular de endurance pode
tornar mais eficiente o sistema de defesa antioxidante e melhorar a capacidade oxidativa dos
sistemas organicos, estabelecendo um equilibrio entre os danos induzidos pelas ERO e os
sistemas de reparos antioxidantes (ALESSIO, GOLDFARB, 1988).

Treinamento de endurance com exercicio induzido protege contra o estresse oxidativo,

elevando os niveis de enzimas antioxidantes no musculo esquelético e cardiaco.
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Leeuwenburgh et al. (2001), descobriu que um programa de exercicios de 10 semanas
aumentou a atividade da glutationa peroxidase e superéxido dismutase na por¢ao profunda do
vasto lateral do muasculo de ratos. Em outro estudo, detectou-se 33% aumento no contetdo de
glutationa deste musculo em endurance ratos treinados. Os ratos também tinham 62% mais
glutationa peroxidase e 27% mais atividade da super6xido dismutase do que os controles ndao
treinados. Além disso, Powers et al. (1994), descobriu que no misculo aumentam as enzimas
antioxidantes induzidas pelo exercicio fisico quando os exercicios musculares sdo especificos.

A Peroxidagdo lipidica € dependente de diversos fatores, porém os resultados de
diversos estudos envolvendo medidas de peroxidacdo lipidica frente ao estresse oxidativo
induzido pelo exercicio em diferentes 6rgaos e tecidos em diferentes modelos animais sio
contraditorios. Os fatores que estdo relacionados a peroxidacdo lipidica durante e apds o
exercicio sdo intensidade, nivel de aptidao fisica, status antioxidante dos individuos, o tecido,

a dieta e a recuperagdo, além do género (GINSBURG et al., 2001).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos imediatos do exercicio fisico aerdbico sobre o estresse oxidativo em

camundongos.

3.2. Objetivos especificos

- Comparar as respostas de stress oxidativo entre animais sedentdrios e exercitados;

- Analisar os niveis de malondialdeido plasmético em ambos os grupos;

- Analisar niveis de malondialdeido nos tecidos cardiaco e muscular estriado.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Local e Periodo

O estudo foi realizado no Biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS), em Campo Grande — MS, no periodo compreendido entre os meses de Novembro e

Dezembro de 2011.

4.2 Animais de experimentaciao

Foram utilizados 20 (vinte) Camundongos (Mus musculus-Swiss) fémeas de padrao
sanitdrio convencional - oriundos do Biotério central da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, (UFMS). Todos os animais tinham idade média de 4 semanas, com peso entre 19 e 24
gramas.

Os animais foram mantidos individualmente em caixas de polipropileno com
dimensdes de 19,3 cm de largura, 30,3 cm de profundidade e 12,6 cm de altura, com
tampas/grades de aco inoxiddvel contendo espagco para ragdo e dgua — Brasholanda ®. A
temperatura foi mantida entre 21° a 23° C, em um fotoperiodo de 12 horas de claro/escuro, em
estante ventilada. Os locais de alojamento e experimentacdo eram isolados de focos de ruidos
fortes evitando assim transtornos no comportamento e fisiologia dos animais.

A alimentagao/hidratacdo aos animais se manteve ad libitum substituida a cada trés
dias. A racdo ofertada foi da marca Nuvilab CR1 — Nuvital Nutrientes®.

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais/fCEUA/UFMS
conforme o protocolo n° 310/2011 (ANEXO A).

4.3 Delineamento

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em dois grupos distintos de acordo com
o exercicio fisico e eutandsia sendo cada grupo subdividido em controle GA: (Controle-

Sendentario = 10) e GB: (Exercicio= 10).
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N= 20
|
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GA 6B
. Exercicio
Controle-Sedentario N=10
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Coleta da Amostra Coleta da Amostra
11 dias 11 dias

Figura 02: Distribuic@o dos grupos: Controle e Exercicio.

4.4 Exercicio Fisico

Todos os animais passaram por um periodo de adaptacdo de sete dias isolados em
caixas individuais. Apds esse periodo os animais do grupo exercicio (GB) foram submetidos
um treinamento em uma roda giratéria angulada com circunferéncia de 25 cm montada sobre
um eixo articulado da marca Bioserv e contida em estrutura cilindrica por 5 minutos durante 3
dias consecutivos. No quarto dia os animais do GB foram submetidos individualmente a um
programa de exercicio de unica sessdo com duracdo de quarenta e cinco (45) minutos. Os
animais que se recusavam a correr eram encorajados com estimulos titeis em suas costas. Os
que mesmo assim se recusavam a correr foram excluidos da amostra. Cada animal realizou
exercicio durante quarenta e cinco (45) minutos continuos, e apds foram submetidos a
eutandsia. Os animais sedentdrios foram mantidos nas caixas durante todo o experimento e a
alimentacdo foi retirada durante as sessoes de exercicio do grupo GB.

O peso dos animais foi aferido em balanca de precisdo com variagdo de um centésimo
de grama marca Shimadzu. A pesagem foi realizada em todos os animais durante o estudo (no
inicio para o periodo de adaptacdo, e no final do periodo de exercicio) procedendo-se o

registro em formuldrio proprio.
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Figura 3- Roda de Corrida

Figura 5- Exercicio Fisico

4.5 Coleta da amostra e Armazenamento

Imediatamente apds o término do exercicio fisico, os animais foram anestesiados com
injecdo intraperitonial de quetamina (10%) mais xilazina (2%), associadas em uma Unica seringa,
na propor¢do de 1ml de quetamina (100mg) para 1ml de xilazina (20mg) e administrado 0,1mL
da mistura para cada 100g de peso vivo do animal. Amostras de sangue foram coletadas através
da puncdo cardiaca e armazenados em microtubos com anticogulante. O plasma foi separado,
apos centrifugacdo a 3500 rpm por 5 minutos. O mesmo ficou armazenado a -86°C. Pos-

coleta de amostras sanguineas, os animais foram submetidos a eutandsia para a retirada dos
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demais tecidos. Foi realizada a tricotomia da regido tordcica e a mesma foi aberta via incisao
mediana transesternal, e o coragcdo foi dissecado. Apds foi realizada a tricotomia do membro
inferior na parte posterior da pata do animal, e realizado o acesso caudal ao musculo gastrocnémio
e sbleo, onde foi realizada a dissec¢do muscular. Imediatamente apds a coleta dos tecidos os
mesmos foram lavados em solucdo de cloreto de Potdssio (KCL) 1,15%, e armazenados em

eppendorf identificados e congelados em nitrogénio liquido.

4.6 Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutandsia com administracdo intraperitoneal com uso letal

de thiopental sédico (150 mg/Kg).

4.7. Avaliacao de Peroxidacao Lipidica

A avaliacao do estresse oxidativo foi realizada por meio da determinacao dos niveis de

malondiadeido (MDA) resultantes da peroxidagdo lipidica pelo método do TBA.

4.7.1 Quantificacio de malondiadeido plasmatico pelo método do TBARS

Amostras séricas de plasma foram descongeladas em temperatura ambiente, e
adicionadas em tubos de ensaio identificados. Para cada 125 microlitros de plasma foram
adicionados 250 microlitros de TBA. Terminada a pipetagem de amostra todos os tubos
foram fechados com tampa rosca e colocados em banho Maria a temperatura de 94°C, onde
permaneceram durante lh. Apds uma hora em banho Maria a 94°C as amostras foram
resfriadas em repouso sob bancada a temperatura ambiente durante cerca de 15 minutos.
Terminado o resfriamento, foram acrescentados a cada tubo de ensaio 1ml do reagente dlcool
n-Butilico. A seguir, cada um deles, individualmente, foi misturado em agitador de tubos tipo
vortex, para que houvesse a maxima extracdo do MDA para a fase organica. Por fim, os tubos
foram centrifugados a 3500rpm durante 10 minutos. Ao término da centrifugacdo a amostra
foi separada em duas fases. Cerca de 3ml do sobrenadante corado foi colocado em cubetas

para leitura no espectrofotdmetro a 535 nm.



36

4.7.2 Quantificacao de malondiadeido tecidual pelo método do TBA

O processo de homogenagdo do tecido iniciou-se com o descongelamento da peca em
temperatura ambiente seguida de uma nova lavagem da mesma em solucdo de KCI 1,15%. Apos
a peca foi retirada da solucdo de lavagem, seca cuidadosamente com gases e pesada em balanca
analitica. Com uma pipeta descartdvel, acrescentou-se solucdo de KCI 1,15% a uma proporcdo
de 10:1 em massa. A peca imersa em solucdo de KCI 1,15% foi cortada em pequenos pedacos (0s
menores possiveis), visando facilitar a homogenagdo. Apds o becker contendo o material foi
levado para homogenacgdo no triturador (Turratec TE-102) O tempo de permanéncia da peca no
aparelho assim como a sua poténcia foi regulado individualmente para cada tipo de tecido. Ao
término, o homogenado foi passado para um tubo de ensaio. Em seguida, foi centrifugado a
2500rpm por 10 minutos. Foram pipetados 500 microlitros do sobrenadante, e adicionado cerca de
1 ml de TBA levado em banho maria por 1 hora. Apds as amostras foram resfriadas em
temperatura ambiente por cerca de 15 minutos. Terminado o resfriamento, foram acrescentados a
cada tubo de ensaio 1ml do reagente alcool n-Butilico. A seguir, cada um deles, individualmente,
foram misturados em agitador de tubos tipo Vortex (QL-901) por 40 segundos, e centrifugados a
3.500 rpm por 10 minutos. Cerca de 3ml do sobrenadante corado foi colocado em cubetas para
leitura no espectrofotdometro a 535 nm. A concentracdo de MDA em cada cubeta foi expressa em
ng/ml.

Antes de iniciar a leitura das amostras o espectrofotdmetro foi calibrado ajustado para
leitura a 535nm. A seguir, o aparelho foi zerado com a solu¢do controle (branco), e realizada a
leitura do controle padrdo para MDA.

Para o cédlculo da concentracdo de MDA foi utilizada uma equagao obtida através da curva

padrao de absorbancia gerada por concentra¢des conhecidas como padrao.

4.7 Analise Estatistica

As medidas das varidveis numéricas foram expressas em média + desvio padrdo. Para
comparagdo intergrupos utilizou-se o Teste ¢ de Student para amostras independentes. A
andlise intragrupos foi feita utilizando-se Andlise de Variancia (ANOVA) com post hoc test
de Tukey. A normalidade dos grupos foi analisada através do teste de Shapiro-Wilk. O nivel
de significancia considerado foi p<0,05.

A tabulacdo dos resultados foi feita no software Microsoft Office Excel 2007, e o
calculo de normalidade no programa Bioestat 5.0. A comparacdo dos dados e elaboracao dos

graficos foram realizadas no programa GraphPad Prism 4.0.
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Evidenciou-se aumento ndo significativo na comparacdo intergrupos dos niveis de

MDA nos tecidos avaliados.

Tabela 1: média + desvio padrao dos niveis de malondialdeido (ng/mL) nos grupos

analisados. Campo Grande, MS, 2011. (n = 20)

Controle Exercicio
Média DP Média DP p
Plasma 1072,574354,46 1311,784221,13 0,0869
Miisculo Cardiaco 663,35+185,65 784,99+257,17 0,2409
Miuisculo Estriado 934,18+355,92 1106,42+340,62 0,2835
2000+ I Controle
[ Exercicio
1800+
1600- _
1400+ T
1200-
g 1000-
=
800+
600+
400+
200+
0

Plasma

Musculo Cardiaco Musculo Estriado

Figura 6: Niveis de MDA (ng/mL) no Plasma, Musculo Cardiaco, e Musculo Estriado entre os
tecidos avaliados. (Teste ¢ de Student; p = 0,0869), (Teste ¢ de Student; p = 0,2409), (Teste ¢
de Student; p = 0,2835).

Diferenca significativa foi observada na comparagdo intragrupo dos niveis de MDA

para o grupo Controle (ANOVA; p = 0,0201). O post hoc test de Tukey apontou valores

significantemente inferiores de MDA no musculo liso em relacdo ao plasma.
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Figura 7: Comparacao intragrupo nos niveis de MDA (ng/mL) entre plasma, musculo liso,
musculo estriado para o Grupo Controle (ANOVA; p = 0,0201).

Na Anadlise de variancia do grupo exercicio observou-se diferenca significativa na
comparacdo entre os tecidos (p = 0,0009), com valores significantemente menores no musculo
liso em relagdo ao Plasma (Tukey; p<0,001), e maiores no musculo estriado em relagao ao

miusculo Cardiaco (Tukey; p<0,05).
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Figura 8: Comparagao intragrupo nos niveis de MDA (ng/mL) entre os diversos tecidos
analisados para o Grupo Exercicio (ANOVA; p = 0,0009).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo verificou os efeitos do exercicio fisico aerdbico sobre
biomarcadores do estresse oxidativo através da peroxidacdo lipidica em camundongos. A
atividade fisica € conhecida por promover saide e bem-estar. O exercicio também &
responsavel por aumentar a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) pelo
acréscimo do consumo de oxigénio mitocondrial nos tecidos. O desequilibrio entre a producdo
de EROs e as defesas oxidantes dos tecidos pode provocar danos oxidativos a proteinas,
lipidios e DNA. O dano oxidativo a lipoproteinas, em particular, lipoproteina de baixa
densidade (LDL), é conhecida por desempenhar um papel num nimero de doengas associadas
com o envelhecimento, tais como a doencga cardiovascular, cancér e deméncia (ALDRED,
MANIJIT, 2011).

Estudos recentes demonstram que o aumento de espécies reativas de oxigénio provoca
danos a lipoproteinas, lipidios, DNA e proteinas e o estresse oxidativo induzido por
modicacdes destas moléculas tém sido implicado em doengas por muitos caminhos. Uma
doenca amplamente suposta a estar associada com stress oxidativo elevado € a doenca
aterosclerética cardiovascular (DCV). O estresse oxidativo € acreditado por desempenhar um
papel significativo na inicia¢do e progressao da aterosclerose (STROBEL et al., 2011).

No presente estudo os niveis de MDA foram mensurados no sentido de observar a
influéncia do exercicio aerdbico sobre a formagdo de estresse oxidativo nos diferentes tecidos
estudados. O método de avaliacdo utilizado foi escolhido por constar em muitos trabalhos na
literatura, por ser considerado um veiculo rdpido e econdémico para estudo de produtos de
finais de peroxidagdo lipidica. O malondialdeido (MDA) € um dos importantes produtos
finais da peroxidacdo lipidica nos tecidos e € geralmente aceito como um indice da
intenssidade da peroxidagdo. O teor de MDA no plasma confirma que o exercicio fisico é
capaz de gerar os radicais livres que, por sua vez, provocam peroxidacao lipidica, o efeito esta
relacionado com a intensidade do exercicio (HALLIWELL,GUTTERIDGE, 2007).

Historicamente, o método mais comum para measuracdo da peroxidacdo lipidica
através do malondialdeido tem sido ensaio com substincias reativas do dcido tiobarbitdrico
(TBARS). O malondialdeido ¢ um aldeido estdvel de decomposi¢do e subproduto de
peroxidacao lipidica e pode ser medido diretamente através de HPLC, Cromatografia gasosa

ou, espectrofotometria (KNIGHT et al., 1988).
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No presente trabalho as amostras foram colhidas para andlise imediatamente apds o
término do exercicio. Porém, devido a recuperagdo do fluxo sanguineo renal nesse tempo, faz-
se necessdria a avaliacdo destes biomarcadores nos animais submetidos ao exercicio intenso,
em um tempo de repouso ainda maior do que o utilizado. Lipoperéxidos podem ser
transferidos de um 6rgdo ou tecido para outro e ser metabolizados por aqueles com alta
capacidade oxidante. Isso € particularmente importante durante o exercicio intenso porque a
regido esplénica tem seu fluxo sanguineo grandemente diminuido nessa condi¢do, enquanto é
aumentado nos musculos esqueléticos. Assim, além da possibilidade de lipoper6xidos serem
metabolizados por 6rgdos na regido esplénica, fatores hemodindmicos podem dificultar o
transporte dos mesmos para essa regido, elevando suas concentracdes no plasma e demais
tecidos onde os lipoperdxidos sao produzidos durante o exercicio fisico intenso (SOUZA JR
et al., 2005). Essas afirmacdes apdiam-se em dados obtidos por Maugham et al., (1989) que
demonstraram que lipoperdxidos possuem suas concentracdes aumentadas no plasma até seis
horas apds o exercicio intenso.

O presente estudo avaliou os padrdes de MDA em camundongos comparando os
valores ao grupo controle como referéncia. Os valores de referéncia para os niveis de MDA
total relatados na literatura apresentam grande variabilidade, estando relacionados com as
condi¢des experimentais utilizadas nos diferentes ensaios. Desta forma, os valores de MDA
plasmdtico determinados para individuos sauddveis por Steghens et al. (2001), sdo 0,138 +
0,028 uM, enquanto que para Pilz, Meineke e Gleiter (2000), sdao 2,16 £ 0,29 uM, em
contraste com os valores obtidos por Sim et al. (2003) de 13,8 £ 1,32 uM, Londero e Greco
(1996), de 0,85 = 0,25 uM e Mao et al. (2006), de 0,426 + 0,029 uM. Considerando as
variacOes entre os valores de referéncia citados, torna-se necessdrio a determinacdo de um
intervalo de referéncia individualizado para cada método desenvolvido.

O exercicio aerobico utilizado neste estudo ndo foi capaz de induzir a elevagao niveis
de MDA em camundongos de maneira significativa em comparagdo ao grupo sedentario nos
tecidos avaliados. No estudo de Child ef al., (1998), individuos treinados foram submetidos a
uma prova de meia maratona simulada; observou-se, através da medida da capacidade
antioxidante total e do 4cido urico, uma maior habilidade scavenger (capacidade de
neutralizar os radicais livres formando compostos menos reativos) sobre os radicais livres do
soro. Mas mesmo assim o exercicio induziu aumento das concentracdes de malondiadeido,
sugerindo que tais respostas foram insuficientes para prevenir a lipoperoxidac¢do induzida pelo

exercicio.
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Nikolaidis et al., (2006), ao submeterem homens fisicamente ativos a dois protocolos
de exercicio exaustivo, em esteira rolante, sendo um de longa e outro de curta duragdo,
verificaram que ambos os protocolos de exercicio induziram aumento na concentracao
plasmética de MDA. Em atletas submetidos a outros tipos de corrida de longa duragao,
Machefer et al., (2007), observaram aumento na concentra¢ao plasmética de MDA, por até 72
horas apds o exercicio.

No respectivo trabalho ndo foi observado diferenca significativa na comparacao
intergrupos dos niveis de MDA no tecido cardiaco avaliado, apés treinamento em roda de
corrida. O musculo cardiaco tem um alto consumo de oxigénio em condi¢des de repouso. O
fluxo sanguineo corondrio aumenta até quatro vezes a absorcdo de oxigénio durante o
exercicio. Embora seja essencial para o metabolismo aerébio, o metabolismo de oxigénio
aumentado pode levar a aumento do estresse oxidativo no coragdo durante o exercicio fisico
(FRANKIEWICZ- JOZKO; FAFF; SIERADZAN-GABELSKA, 1996).

Gul et al. (2006), estudou um protocolo de 8 semanas de treinamento em esteira para
a produgdo de enzimas antioxidantes e diminuicao da peroxidacao lipidica no tecido cardiaco
de ratos. Os efeitos do exercicio exaustivo agudo também foram investigados. O treinamento
de resisténcia consistiu de corrida em esteira 1,30 h 5 dias por semanas para 8 semanas. Para
o exercicio exaustivo agudo, esteira graduada onde a velocidade foi aumentada gradualmente
para 2,1 km/h a 95 min, e mantida constante até que os ratos foram esgotados. O
Malondialdeido nivel em tecido cardiaco ndo foi afetado pelo exercicio exaustivo agudo em
ratos sedentdrios e exercitados.

Neste estudo o exercicio realizado em camundongos teve duragdao de 45 min, onde os
resultados divergem aos citados, com valores de lipoperoxidacio significantemente maiores
no musculo estriado em relagdo ao musculo cardiaco. O musculo cardiaco e esquelético s@ao
tecidos funcionais muito diferentes. Arévalo et al. 1999, determinou as atividades de
TBARS, SOD total, Cu- Zn-SOD e MnSOD, e os padrdes de isoenzimas da SOD no musculo
esquelético e cardiaco de ratos Wistar machos, jovens e idosos, em repouso e apds o exercicio
rigoroso. O treinamento de exercicio rigoroso foi realizado em uma esteira, com velocidades
diferentes e inclinacdo. A média de tempo de exaustdo para os ratos jovens foi de 55 min.
N3ao houve diferencgas nos niveis de lipoperoxidacdo apds o exercicio em ambos os tecidos.

Chiaradia et al. (1998), realizou um estudo para avaliagdo da peroxidacio lipidica no
plasma assim como seus efeitos sobre a lesdo no musculo esquelético de cavalos. Os animais
foram submetidos ao treinamento fisico por 3 meses, 30 minutos por dia, 6 dias por semana,

e a intensidade relativa de exercicio foi gradualmente aumentada. Ele concluiu que o
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exercicio utilizado foi insuficiente para causar uma significativa lise das células do musculo
esquelético. Os resultados obtidos indicaram que o exercicio fisico que adotado foi capaz de
modificar tanto MDA e glutationa no contetido sanguineo.

Nao foram encontrados dados significativos a respeito da atividade dos niveis de
MDA na comparacdo entre os grupos controle e exercicio nos tecidos avaliados. Porém
quando realizado o exercicio, o miusculo estriado se mostrou mais sensivel a acdo de
lipoperoxidagao comparado ao musculo cardiaco.

Com relacdo ao treinamento de for¢a e estresse oxidativo, encontram- se poucos
estudos disponiveis. Em um deles foi constatado que, quando a contracdo isométrica
predomina no treino de forga, ocorrem lesdes oxidativas em biomoléculas demonstradas com
mensuragdes sanguineas de lipoperéxidos (SOUZA JR et al., 2005).

Radék et al.(1995), apés submeterem ratos a nove semanas de treinamento de natacao,
sendo as primeiras seis semanas com duracdo de 60 min e as demais com duracido de 90 min,
ndo verificaram modificagdes significativas de MDA no miusculo gastrocnémio, 24 h apods a
ultima sessdo de treinamento. Por outro lado, Liu et al.(2000), ap6s oito semanas de
treinamento em esteira, verificaram maiores valores de MDA, nos musculos cardiaco e vasto
lateral, ap6s 48 h apds da tltima sess@o de treinamento com ratas. Entretanto, o mesmo ndo se
confirmou apés exercicio agudo até exaustdo. Alessio e Goldfarb (1988), por sua vez, apos
submeterem ratos a 18 semanas de treinamento em esteira, verificaram menores valores de
MDA em repouso, no figado e na porcdo profunda do misculo vasto lateral, quando
comparados aos valores encontrados em individuos sedentarios.

Ji (2002), demonstrou que em musculo esquelético uma carga isolada de trabalho
exaustivo produzia um aumento de LPO e que a atividade das enzimas antioxidantes
glutationa redutase, GPx, SOD e CAT estava significativamente aumentada.

Sabe-se que a destrui¢do oxidativa dos 4cidos graxos poliinsaturados, € bastante lesiva
por ser uma reacdo de auto-propagacdo na membrana (HALLIWELL, GUTERIDGE, 1989).
As controvérsias sobre os efeitos do exercicio sobre a peroxidagdo lipidica sdo indmeras,
provavelmente, devido as diferentes intensidades e duracdes dos protocolos de exercicio
(ALESSIO, GOLDFARB, 1988). Neste trabalho nao houve alteragdes nas andlises do estresse
oxidativo nos camundongos submetidos a sessdo unica de exercicio aerdbico. Finalmente,
como alternativas de estudo recomenda-se utilizar intervalos maiores associado a diferentes

periodos para a coleta das amostras e andlises de estresse oxidativo induzido pelo exercicio.
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7 CONCLUSAO

O exercicio fisico aerébico promoveu aumento nao significativo sobre os niveis de

estresse oxidativo em camundongos.

Evidenciou-se aumento nao significativo nas andlises de malondialdeido plasmatico

entre os grupos avaliados.

Em ambos os grupos pode se observar que o musculo cardiaco mostrou-se menos

sensivel a peroxidagdo lipidica quando comparado ao musculo estriado e plasma.
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APENDICE A- PESAGEM DOS ANIMAIS DURANTE O EXPERIMENTO

Grupo Controle

Grupo Exercicio

Pré-experimento Pds-experimento Pré-experimento Pds-experimento
1 21.67¢g 21.70 g 11 2345¢ 2345¢
2 21.93¢g 22.68 ¢ 12 2223 ¢ 2113 ¢
3 2120 g 2241 ¢g 13 2198 ¢ 228¢g
4 2048 g 2052 ¢ 14 2540 ¢ 2528 g
5 2148 g 2224 ¢ 15 2124 ¢ 2147 ¢
6 2241¢g 2262 ¢ 16 2277 g 22.59¢
7 2411 ¢g 2382 ¢ 17 2430 ¢ 2372 ¢g
8 1938 ¢ 1958 ¢ 18 2121 g 20.96 g
9 2180 ¢g 2025¢g 19 2327¢g 2332 ¢
10 2250 g 2270 g 20 2274 ¢ 2230 ¢
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APENDICE B- LEITURA DAS AMOSTRAS DE PLASMA

Grupo Controle

Grupo Exercicio

1 0, 155 1724,57 11 0,125 1390,78
2 0, 053 589,69 12 0,080 890,10
3 0, 070 778,83 13 0,100 1112,62
4 0,076 845,59 14 0,122 1357,40
5 0,106 1179,38 15 0,102 1134,87
6 0,109 121276 16 0,132 1468,66
7 0,084 934,60 17 0,147 1635,56
8 0,141 1568,60 18 0,120 1335,15
9 0,080 890,10 19 0,138 1535,42
10 0,090 1001,36 20 0,113 1257,26

MDA: 0,396 (medida padrao)
Equacao

F, — fator de correcao
F,=4.406/0,396

F; X absorbancia da amostra
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APENDICE C- LEITURA DAS AMOSTRAS TECIDUAIS

Leitura Musculo Liso

Grupo Controle

Grupo Exercicio

1 0,065 710,64 nn 11 0,062 677,84 nn
2 0,055 601,31 nn 12 0,093 1016,76 nn
3 0,068 743,44 nn 13 0,070 765,31 nn
4 0,071 776,24 nn 14 0,114 1246,36 nn
5 0,043 470,11 nn 15 0,047 513,85 nn
6 0,042 467,30 nn 16 0,038 415,45 nn
7 0,038 415,45 nn 17 0,061 666,91 nn
8 0,093 1016,76 nn 18 0,092 1005,83 nn
9 0,057 623,18 nn 19 0,057 623,18 nn
10 0,074 809,04 nn 20 0,084 918,37 nn
Leitura Misculo Estriado
Grupo Controle Grupo Exercicio
1 0,071 776,24 11 0,093 1016,76
2 0,065 710,64 12 0,062 677,84
3 0,052 568,51 13 0,081 885,84
4 0,060 655,98 14 0,106 1158,89
5 0,085 929,30 15 0,081 885,57
6 0,090 983,97 16 0,137 1497,82
7 0,079 863,70 17 0,076 830,90
8 0,103 1126,09 18 0,108 1180,76
9 0,057 623,18 19 0,167 1825,81
10 0,101 1104,23 20 0,101 1104,23

Valor MDA: 0,403
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ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS

| h MIMSTERIC DA EDUCAGAD
: UNNERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSC DO SUL

CRBEIEILIGCADO

Certificamos que o Protocolo n°® 310 da Pesquisadora Monica
Cruvinel de Lima referente ao projeto de pesquisa, “Efeito do exercicio
fisico sobre a formacdo de antioxidantes”, esta de acordo com os
principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), com a legislacdo vigente e
demais disposicoes da ética em investigagcdo que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 20 de maio de 2011.

Campo Grande (MS),23 de maio de 2011.

Dr*Joice Stein
Coordenadora da CEUA
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ANEXO B- ARTIGO

Evaluation of oxidative stress in mice subjected to aerobic exercise'.

Avaliacao do estresse oxidativo em camundongos submetidos ao exercicio

fisico aerobico

I

Monica Cruvinel de Lima I, Guido Marks H, Tandara Schettert Silva =, Baldomero Antonio

Kato da Silva ", Lourdes Zélia Zanoni Céonsolo", Gabriel Bogalho Nogueira"".

"Fellow Master degree, Postgraduate Program in Health and Development in the West Central
Region, UFMS, Campo Grande-MS, Brazil. Main author. Responsible for the intellectual and
scientific content of the study.

'PhD, Associate Professor, Postgraduate Program in Health and Development in the West
Central Region, UFMS, Campo Grande-MS, Brazil. Tutor. Responsible for conception and
critical revision.
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VI Fellow Master degree Health and Development in the West Central Region, UFMS,
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ABSTRACT
Purpose: To evaluate the influence of aerobic exercise on oxidative stress in mice. Methods:

The study included twenty female mice Mus musculus-Swiss divided into two groups:
sedentary control (GA) and exercise (GB), each containing ten animals. All animals
underwent an adaptation period of seven days isolated in individual boxes. After this period,
the animals in the exercise group (GB) were trained in angled running wheel with
circumference of 25 cm assembled on an articulated axle during 5 minutes for 3 consecutive
days. On the fourth day, they underwent an exercise program of one session lasting 45
minutes. The evaluation of oxidative stress was performed by determining the levels of
malondialhyde derived of lipid peroxidation by the TBA method. The samples were read in a
spectrophotometer at 535 nm.

Results: No significant difference was observed in the intergroup comparison of MDA levels
in the tissues evaluated. A significant difference was observed in the intragroup comparison
of MDA levels in the control group (p = 0.0201).The Tukeys’ post hoc test indicated

significantly lower values of MDA in the smooth muscle in relation to plasma. In the analysis
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of variance in the exercise group, a significant difference between tissues (p = 0.0009), with
significantly lower values in the smooth muscle in relation to plasma (p <0.001) and higher in
striated muscle in relation to smooth muscle (p <0.05),was observed.

Conclusion: There was no change in the analysis of oxidative stress in mice which were
undergone a single session of aerobic exercise.

Key words: oxidative stress, aerobic exercise, lipid peroxidation.

RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia do exercicio fisico aerébico sobre o estresse oxidativo em
camundongos.

Método: Participaram do estudo 20 camundongos (Swiss), distribuidos em dois grupos:
controle-sedentario (GA) e exercicio (GB) cada um contendo dez animais. Todos os animais
passaram por um periodo de adaptacdo de sete dias. Apds os animais do grupo (GB)
receberam treinamento em roda giratéria angulada montada sobre eixo articulado por 5
minutos durante 3 dias consecutivos. No quarto dia foram submetidos a Unica sessdao de
exercicio por 45 minutos. A avaliacao do estresse oxidativo foi realizada por meio dos niveis
de malondiadeido pelo método do TBA. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro a
535nm. Resultados: Nao houve diferenga significativa na comparagdo intergrupos nos
tecidos avaliados. Diferenca significativa foi observada na comparagdo intragrupo para o GA
(p = 0,0201). O post hoc test de Tukey apontou valores significantemente inferiores no
musculo liso em relacio ao plasma. A andlise de variancia do GB apontou diferenca
significativa entre os tecidos (p = 0,0009), com valores menores no musculo liso em relacao
ao plasma (p<0,001), e maiores no musculo estriado em relagdao ao misculo liso ( p<0,05).
Conclusao: Nao houve alteracdo nas anélises de malondialdeido tecidual entre os grupos
avaliados.

Descritores: estresse oxidativo, exercicio aerébico, peroxidacao de lipideos.

Introduction

Oxygen is a fundamental molecule for the survival of aerobic organisms, used both for
the production of energy through the electron transportation chain in the mitochondria of
eukaryotes and in the cell membrane of several bacteria, it is also necessary for innumerous

fundamental metabolic pathways. The oxygen consumed has the aerobic system as the main



61

metabolic pathway, that is, the mitochondria. This system is responsible for 85 to 90% of the
total oxygen consumption, The remaining 10 to 15% is used by oxidase and oxygenases
enzymes and by chemical direct oxidation reactions.

Simultaneously, the oxygen consumption generates intra and extra cellular toxic
substances, creating the oxygen paradox, due to the existing balance among its advantages
and disadvantages. These toxic substances are generated during the electron transportation,
enzyme reaction, or even anti oxidation reactions and are commonly called Reactive Oxygen
Species (ROS).?

The oxidative stress can be described as the imbalance among the formations of the
reactive oxygen species and the antioxidant system, generating a potential oxidative damage
to the structure of the cells. Accordingly, the balance among the pro oxidants and the
antioxidants is essential for the maintenance of the homeostasis of the cells (redox balance).3

Reactive oxygen species, if in lethal sub-doses, act as intracellular expression gene
modifiers, and can mediate the processes of cells proliferation and differentiation. In higher
levels, these substances can start or execute the death of the cell by apoptosis.*

Inappropriate life habits such as alcohol ingestion, smoke, inadequate diet,
inappropriate environment conditions (such as exposure to non-ionizing UV radiation and
short waves, pollution, high relative humidity and high temperature), psychological states
(which cause emotional stress), ageing and extreme physical exercise training are also related
to oxidative stress.’

The amount of species produced during the exercise is directly related to the speed of
the aerobic metabolism. The exercise increases the muscles oxidative processes, leading to a
general increase in ROS generation and of its sub products in the human body.

The exercises practiced excessively by athletes can promote ROS exposion which can
exceed the protection effect of any adaptable response achieved during tanning. Other factors
that can overcome the exercise inducing the oxidative damage, for instance, is the anti
oxidative nutritional deficiency. During the execution of the low intensity and duration
exercise protocols, antioxidant defenses seem to be enough against the ROS production, but
in high intensity and duration levels of exercise, these defenses are no longer enough,
resulting in oxidative damage to the tissue.”

The random nature of the attacks carried out by ROS causes difficulties to the
characterization of its products reaction, but every biological molecule is susceptible to its
oxidative lesions. The polyunsaturated lipid oxidation in the cells break through the biological

membrane structures, and the oxidative lesions on the DNA can suffer mutations. When the
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free radicals escape from the antioxidant system and attack the unsaturated fatty acids located
in the double bond between some carbon atoms, a chain reaction starts and alters the
membrane structure. This reaction is named lipid peroxidation which is intensively
deleterious to the organism.®

The lipid peroxidation is one main consequence of the oxidative stress and one of the
most used reactions to evaluate it, being considered an indirect indicator of free radicals
action.’

Physical exercise can induce the lipid peroxidation resulting in problems such as the
inactivation of the enzymes of cell membranes, decrease of the immune system effectiveness,
and the progression of chronic-degenerative diseases such as cancer and cardiovascular
ilnesses. '’

Between the aldehydes originated from lipid peroxidation in the membrane is the
malondialdehyde (MDA) which has been the object of great interest despite its complex and
not yet fully understood origin. The MDA has been widely used as an oxidative stress
marker."!

Studies have shown that intense physical exercise causes oxidative stress in animals
and humans, being possibly related, for instance, to fatigue and tissue lesions. The factors
related to the increase of lipid peroxidation from physical exercise are intensity, level of
physical fitness level, antioxidant status, the tissue, the diet and recovery. 10

Although there are numerous studies addressing this topic, in many consulted articles,
it was possible to notice gaps related to the determination of a training protocol for the lipid
peroxidation analysis via the MDA in different body tissues in animal model. Accordingly,
this study's aim was to evaluate the influence of aerobic physical exercise over the oxidative

stress in mice.
Methods

This study was conducted at the animal research area of the Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul university, in Campo Grande — MS, during the period between
November and December of 2011.

The sample consisted of twenty female mice (Mus musculus) Swiss, consistent with
the conventional sanitary standard — coming from the animal research area of the
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, (UFMS) university. All animals were about

four-week old, weighing between 19 and 24 grams.
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The animals were confined in individual polypropylene cages of the following
dimensions: 19.3 cm wide, 30,3 cm deep and height of 12.6 cm. The lid and the bars were
made of stainless steel and the cage contained a place for food and water — Brasholanda. The
temperarature was kept between 21° and 23° C, in a photoperiod of 12 hours on a ventilated
shelf. The place of accommodation and experimentation were isolated from loud noises in
order to avoid behavioral and physiological disruption.

The feeding/hydration of the animals was kept ad libitum replaced every three days.
The food offered was of the brand Nuvilab CR1 — Nuvital nutrientes®.

Every procedure was done according to the international rules for animal
experimentation. The study was submitted to the analysis of the Ethics Committee for Animal
Usage/CEUA/UFMS and approved in accordance with the 310/2011 protocol (Appendix A).

The animals were randomly divided into 2 distinct groups according with the time of
adjustment, physical exercise and euthanasia being each group sub divided into group GA:

(Control-Sedentary = 10) and group GB (Exercise = 10).

Physical Exercise

Every subject underwent an equal adaptation period of seven days isolated in
individual cages. Afterwards, the animals of the exercise group (GB) received a training on an
angled running wheel with circumference of 25 cm assembled on an articulated axle (brand
Biosery), during 5 minutes for three consecutive days. On the fourth day the animals in the
GB group were subjected to an exercise program of one forty-five minute single session. The
animals which refused to run were encouraged by light back pats. The ones which still refused
to run were excluded from the sample. Each animal ran for forty five (45) continuous minutes,
then they were submitted to euthanasia for posterior analysis. The sedentary animals were
kept in the cages for the entire experiment period and the feed was removed during group GB
exercise sessions.

The animals' weight was measured by an accurate scale of the brand Shimadzu
(variation: one hundredth of a gram). During the study every animal was weighed (at the
beginning for the adaptation period and at the end of the exercise period) resulting in an

individual record form.

Sample collection and storage
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After the end of the physical exercise, the animals were anesthetized with a single
intra peritoneal injection containing ketamine (10%) and xylazine (2%), in the ration of 1ml
of ketamine (100mg) for each 1ml of xilazina (20mg). It was administered 0.1mL of the
mixture for each 100g of live weight of the animals. The blood samples were obtained by
cardiac puncture and stored into microtubes containing anticoagulants. The plasma was
separated by centrifugation at 3500 rpm for five minutes. Then it was stored for later analysis.
After the blood samples were collected, the animals were submitted to euthanasia by a lethal
dose of sodium thiopental (150mg/Kg), to collect the other tissues. Afterwards, the
trichotomy of the thoracic region was performed, then, the region was opened by a median
trassternal incision and the heart was dissected. Subsequently the trichotomy of the lower
limb was performed in the posterior part of the animal's paw, followed by a caudal access to
the gastrocnemius and soleus muscle for the muscle dissection. Immediately after the tissue
collection, they were washed in potassium chloride (KCL) solution 1.15%, stored in

Eppendorf, identified and frozen in liquid nitrogen for later analysis.

Evaluation of the Lipid Peroxidation

The evaluation of the oxidative stress was performed through determination of the

malondialdehyde (MDA) levels, resulted from the lipid peroxidation by means of the TBA.

Quantification of the plasmatic malondialdehyde by the method of thiobarbituric acid
(TBA) or test

Plasma seric samples were thawed at room temperature and added to identified test
tubes. 250 micro liters of TBA were added for each 125 micro liters of plasma. After the
pipetting of the sample all tubes were closed with a screw cap and heated in a water-bath at
94°C for one hour. Subsequently the samples were cooled by resting over a counter at room
temperature for 15 minutes. After the cooling process, 1ml of n-Butyl Alcohol reagent was
added to each test tube. Then, each tube was individually mixed in the vortex agitator, in
order to reach the maximum MDA extraction to the organic phase. Lastly the tubes were
centrifuged at 3500 rpm for ten minutes and divided into two phases. About 3ml of the

colored supernatant was placed in cuvettes for spectrophotometer reading at 535nm.
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Quantification of the tissue malondialdehyde by the method of thiobarbituric acid
(TBA) or test

The homogenization process of the tissue started with the thawing of the sample at
room temperature, followed by washing it in the same KCl 1.15% solution. The sample was,
then, removed from the washing solution, carefully dried with gases and weighed on an
analytical scale. Using a disposable pipette, the KCI 1.15% solution was added in a ratio of
10:1 mass. The sample immersed in KCI 1.15% solution was cut in small pieces (as small as
possible), in order to facilitate the homogenization. Then, the becker containing the material
was taken to the grinder (Turratec TE-102) for homogenization. The time of stay of the
sample in the machine and its power were adjusted individually for each type of tissue. At the
end, the homogenate material was placed in a test tube. Subsequently, it was centrifuged at
2500 rpm for 10 minutes. 500 micro liters of supernatant were pipetted and 1ml of TBA was
added, then it was heated in water-bath for one hour. Afterwards the samples were cooled at
room temperature for 15 minutes. After the cooling, it was added to each test tube 1ml of n-
Butyl alcohol reagent. Then, each tube was individually mixed in the vortex agitator (QL-
901) for 40 seconds and centrifuged at 3,500 rpm for 10 minutes. About 3ml of the colored
supernatant was placed in cuvettes for spectrophotometer reading at 535nm. The
concentration of MDA in each cuvette was expressed in nmol of MDA/mg of protein.

Before starting the sample reading, the spectrophotometer was calibrated and adjusted for a
reading at 535nm. Then, the equipment was zeroed with a control solution (white), and the
control standard reading for MDA was performed.

For the concentration computation of MDA it was used an equation obtained from the

standard curve of the absorbance generated by concentrations known as standard.

Statistical Analysis

The numerical variable measures were expressed in means + standard deviation. For
the intergroup comparison it was performed an analysis of variance (ANOVA) followed by
the post-hoc Tukey test. The normality of the groups was analysed according to their
distribution through Shapiro Wilk's test. The significance level considered for this study was

p<0.05.
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The software Microsoft Office Excel 2007 was used for the tabulation of the results,
and the Bioestat 5.0 program was used to calculate normality. The comparison of the data and

the making of the graphs were done using the GraphPad Prism 4.0 program.

Results

No significant difference was observed in the intergroup comparison of MDA levels in
the evaluated tissues.

Significant difference was observed when comparing the levels of MDA between the exercise
group and the control group (ANOVA; p = 0.0201). The Tukey's post hoc test showed
significantly lower amounts of MDA in smooth muscle than in the plasma.

The analysis of variance in the exercise group showed significant differences when
comparing the tissues ( = 0.0009), with significantly lower amounts in the smooth muscle
than in the plasma (Tukey; p<0.001), and higher in the striated muscle than in the smooth
muscles (Tukey; p<0.05).

Table 1: means * standard deviation of the levels of MDA (ng/mL) of the analysed
groups. Campo Grande, MS, 2011. (n = 20)

Control Exercise p
Plasma 1072,57+354,46 1311,78+221,13 0,0869
Smooth muscle 663,35+185,65 784,99+257,17 0,2409

Striated muscle 934,18+355,92 1106,42+340,62 0,2835
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Figure 1: Comparison of levels of MDA (ng/mL) in Plasma between groups (Student t test; p
=0.0869).
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Figure 2: Comparison of levels of MDA (ng/mL) in Smooth Muscle between groups
(Student t test; p = 0.2409).
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Figure 3: Comparison of levels of MDA (ng/mL) in Striated Muscle between groups (Student
t test; p = 0.2835).
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Figure 4: Intragroup comparison of the levels of MDA (ng/mL) in the various analysed

tissues for the Control Group (ANOVA; p =0.0201).
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Figure 5: Intragroup comparison of the levels of MDA (ng/mL) in the various analysed

tissues for the Exercise Group (ANOVA; p = 0.0009).
Discussion

This study aim was to verify the effects of aerobic physical exercise on the biomarkers
of oxidative stress through the lipid peroxidation in mice. Physical activity is known to
promote health and welfare. The exercise is also responsible for raising the production of
reactive oxygen species (ROS) through the addition of mitochondrial oxygen consumption by
the tissues. The imbalance between the ROS production and the oxidant defenses of the

tissues can result in oxidative damages to proteins, lipids and DNA. The oxidative damage to
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lipoprotein, particularly, low density lipoprotein (LDL), is know to have an important role in
a number of age related diseases such as cardiovascular diseases, cancer and dementia.'?

Recent studies demonstrate that the growth of reactive oxygen species causes damages
to lipoproteins, lipids, DNA and proteins. The oxidative stress induced by the modifications
of these molecules has been known to be involved in diseases by many ways. One disease,
suggested to be associated with high oxidative stress is the atherosclerotic cardiovascular
disease (ASVD). The oxidative stress is believed to have a significant role in the intiation and
progression of atherosclerosis.'

In this study the level of MDA was measured in order to observe the influence of

aerobic exercise on the oxidative stress formation in various tissues. The evaluation method
used was chosen for being mentioned in several articles, being considered a fast and
economical means of studying the final products of lipid peroxidation. The malondialdehyde
(MDA) is one of the important final products of the tissues lipid peroxidation and is usually
accepted as a peroxidation intensity index. The MDA content in the plasma confirms that
physical exercise is capable of generating free radicals that, in turn, causes lipid
peroxidation.The effect is related to the intensity of the exercise. *
Historically, the most common method for measuring lipid peroxidation through
malondialdehyde has been the trial run with reactive substances of the tiobarbituric acid
(TBA). The malondialdehyde is a stable decomposed aldehyde and subproduct of the lipid
peroxidation and can be measured directly through the HPLC, gas chromatography or
spectrophotometry. '*

In his study, the samples where collected for analysis immediately after the end of the
exercise sessions. However, due to the recovery of the kidney blood flow, it was necessary to
wait for a longer period in order to evaluate these biomarkers in the animals submitted to
intense exercise. Lipoperoxides can be transferred from one organ or tissue to another and be
metabolized by those with higher oxidant capability. This is particularly important during
intense exercise because the splendid region has its blood flow greatly reduced under these
conditions, while it is increased in the skeletal muscles. Thereby, besides the possibility of
the lipoperoxides being metabolized by organs from the splendid region, hemodinamic factors
can hinder the blood flow in this region, increasing its concentration in the plasma and other
tissues where the lipoperoxydes are produced during intense physical exercise.”” These

l.16, which demonstrates that

findings, are supported by a study conducted by Maugham et. a
lipoperoxydes have their concentration increased in the plasma up to six hours after intense

exercise.
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The aerobic exercise used for this study was not able to induce a significant growth in
the MDA levels in mice, comparing with the sedentary groups, based on the assessed tissue.
In the study conducted by Child ez al. ", trained individuals were submitted to a simulation of
a half marathon test; it was possible to observe, by measuring the total antioxidant capability
and the uric acid level, a higher scavenger ability (the ability of neutralizing free radicals
producing a less reactive compound) over the free radicals of the serum. Even so, the
exercise induced higher concentrations of malondialdehyde, suggests that these responses
were insufficient to prevent lipoperoxidation by exercise.

Nikolaidis er al. ', put physically active men through two exhaustive exercise
protocols, on a conveyor belt, being one long and the other short duration. They verified that
both exercise protocols induced the increase in the MDA plasmatic concentration. In athlets

1." observed the raise in the MDA

submitted to other types of long lasting run, Machefer et a
plasmatic concentration, up to 72 hours after the exercise.
This study assessed the MDA patterns in mice in comparison with the control group
value as reference. The reference value for the levels of total MDA reported in literature show
great variability, being related to the experiment conditions used in different studies. Thus, the
MDA plasmatic value determined for healthy individuals by Steghens et al®, is 0.138 +
0.028 pM, while for Pilz, Meineke and Gleiter”', is 2.16 + 0.29 uM, contrasting with the
values obtained by Sim et a1.22, 13.8 £ 1.32 uM, Londero and Greco 23, 0.85 £ 0.25 uM and

Mao et al.**

0.426 + 0,029 uM. Considering the variations between values in the mentioned
reference, it becomes necessary to determine an interlude as individual reference for each
designed method.

In the present study it was not observed significant differences when comparing the
intergroup levels of MDA in the cardiac tissues analised after the training in the running
wheel. The cardiac muscle has a high consumption of oxygen in resting conditions. The
coronary blood flow increases the oxygen absorption by up to four times during exercise.
Although, it is essential for the organism aerobic metabolism, high oxygen metabolism can
lead to an increase in oxidative stress in the heart during physical exercise.*

Gul et al®®, studied an eight-week training protocol in conveyor-belt for the
production of antioxidants enzymes and decrease of the lipid peroxidation in the cardiac
tissues in mice. The effects of exhaustive exercise were also investigated. The resistance
training consisted of running in conveyor belt, 1.30h for five days per week during 8 weeks.

For the exhaustive exercise, the belt was graduated so the speed was increased gradually to

2.1km/h at 95 minutes, and kept constant until the mice were exhausted. The
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malondialdehyde level in cardiac tissue was not affected by exhaustive exercise in sedentary
and exercised mice.

For this study the exercise performed by the mice lasted 45 minutes, and the results
differ from the mentioned above, with significantly higher lipoperidation in striated muscle
than in smooth muscle. The cardiac and skeletal muscles are different functioning tissues.
Arévalo et al.”” determined the activities of TBARS, total SOD, Cu-Zn-SOD and MnSOD,
and the isoenzyme pattern of the SOD in the skeletal and cardiac muscle in male, young and
old Wistar mice, in rest and after exhaustive exercise. The exhaustive exercise training was
executed on a conveyor-belt, at different speeds and inclination. The average time of
exhaustion for young mice was 55 minutes. There was no differences in lipoperoxidation
levels after exercise in either tissue.

Chiaradia et al*®

, conducted a study to evaluate the lipid peroxidation in plasma and its
effects on skeletal muscle lesion in horses. The animals were submitted to physical training
for three months, 30 minutes per day, 6 days a week and the relative intensity of the exercise
was gradually increased. The conclusion was that the exercise was insufficient because of the
significant lysis of the skeletal muscle cells. However, the results obtained indicated that the
physical exercise adopted for the study was enough to modify MDA and gluathione in the
blood content.

No significant data was found regarding the activity of the levels of MDA in the
analysed tissues when comparing the control and the exercise groups . However, the striated
muscle showed higher sensitivety to the action of lipoperoxidation in comparison with smooth
muscle.

There are not many studies regarding the strength training and oxidative stress. In one
of them it was established by measuring the blood lipoperoxyde that, when the isometric
contraction predominates in the strength training, oxidative lesions occur in the biomelecule."
Radik et al.”, after submitting mice to a nine-week swimming training, 60 minutes long in
the first six weeks and three weeks being 90 minutes long, did not verify significant changes
in MDA in gastrocnemius muscle 24 hours after the last training session. On the other hand,
Liu et al.®° verified, after eight weeks of training on a conveyor-belt, higher levels of MDA in
the cardiac and vatus lateralis muscles, after 48 hours of the last training session in female
mice. However, the same result was not observed after exhaustive exercise. Alessio and
Goldfarb®, in turn, after submitting mice to a eighteen-week training on conveyor-belt,
verified lower levels of MDA at rest, in the liver and in the deeper portion of the vastus

lateralis muscle, when compared to the values of sedentary individuals.
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Ji*%, observed that an isolated exhaustive work load produced an increase of the LPO
in skeletal muscles and that the activity of the antioxidant glutathione reductase enzymes,
Gpx, SOD and CAT were significantly higher.

It is known that free radicals can attack every main class of bio-molecule, being the
lipids the most susceptible. The oxidative destruction of the polyunsaturated fatty acids,
known as the lipid peroxidation, is considerably harmful for being a reaction of self-
propagation in the membrane®. The disputes about the effects of exercise over the lipid
peroxidation are innumerous, probably, due to differences in intensity and duration of the
exercise protocols3 ! In this work there was no change in the analysis of the oxidative stress in

the mice that underwent one single session of aerobic exercise.

Conclusion

There was no change in the analysis of the tissue malondialdehyde between the
evaluated groups.
In the exercise group it was observed that the smooth muscle was less sensitive to lipid

peroxidation when compared to the striated muscle and to the plasma.
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