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RESUMO

O desbalanco entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e a acdo dos
sistemas de defesa antioxidante é uma condi¢do conhecida como desequilibrio redox. O
exercicio fisico maximo é associado ao aumento da producdo de espécies reativas e pode ser
utilizado como modelo fisiologico para o estudo do desequilibrio redox. Condigdes pre-
analiticas de manejo de amostras bioldgicas, como o tempo de congelamento, podem
interferir na integridade de analitos. Assim, esse estudo avaliou o efeito do tempo de
congelamento da amostra na quantificacdo de biomarcadores de estado redox no
gastrocnémio, coracdo e cérebro de camundongos swiss submetidos a uma sessdo de exercicio
maximo. Vinte e seis camundongos foram divididos em grupo controle, que nédo realizou
exercicio, e grupo exercicio, submetido a uma sessdo de exercicio em piscina, com aumento
progressivo de carga, até a exaustdo. Os tecidos foram coletados imediatamente ap6s o
protocolo experimental e seccionados para avaliacdo a fresco e ap6s 1, 3 e 6 meses de
congelamento a -80 °C. O exercicio maximo modificou o estado redox de tecidos frescos,
demonstrado pelo aumento da peroxidacao lipidica, da atividade das enzimas antioxidantes
catalase e superoxido dismutase e diminui¢do da capacidade antioxidante total em todos os
tecidos analisados e pelo aumento de derivados carbonilicos em proteinas no gastrocnémio e
cérebro. O efeito do exercicio sobre a peroxidacdo lipidica foi reduzido no gastrocnémio
congelado por 6 meses e no cérebro e coracdo isso ocorreu j& com um més de congelamento
da amostra. Por outro lado, o tempo de congelamento ndo alterou o efeito do exercicio sobre
os derivados carbonilicos em proteinas e a capacidade antioxidante total ndo enzimatica. A
resposta ao exercicio da catalase, em todos os tecidos, e da superoxido dismutase no
gastrocnémio foi reduzida ap6s um més de congelamento. J& no cérebro e coracdo a resposta
da superdxido dismutase ao exercicio foi reduzida apenas apos trés meses de congelamento.
De maneira geral, os resultados desse estudo mostram que o tempo de congelamento afeta, de
maneira dependente do tecido e do marcador em anélise, a resposta de biomarcadores do

estado redox a uma sessdo de exercicio maximo.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Desbalanco redox. Criopreservagdo. Dano oxidativo.

Enzima antioxidante.



ABSTRACT

The imbalance between the production of oxygen and nitrogen species and the antioxidant
system function is known as redox imbalance. Maximum physical exercise is associated with
increased production of reactive species and can be used as a physiological model for the
study of redox imbalance. Pre-analytical conditions, such as sample freezing duration, may
interfere with analyte integrity. Thus, this study evaluated the effect of sample freezing
duration on the quantification of redox biomarkers in the gastrocnemius, heart and brain of
Swiss mice submitted to a maximal exercise session. Twenty-six mice were divided into
control group, who did not exercise, and exercise group, who performed a maximal swim test.
The tissues were collected immediately after the experimental protocol and sectioned for fresh
evaluation and after 1, 3 and 6 months of freezing at -80 ° C. The maximal exercise modified
the redox status of fresh tissues, demonstrated bythe increase on levels of lipid peroxidation,
activity of the antioxidant enzymes catalase and superoxide dismutase and reduction of the
total antioxidant capacity, in all the analyzed tissues, and by the increase of protein carbonyl
content in the gastrocnemius and brain. The effect of exercise on lipid peroxidation was
reduced in gastrocnemius frozen for 6 months and in the brain and heart this occurred in
samples after one month of freezing. On the other hand, the freezing duration did not alter the
exercise effect on proteins carbonyl content and the total non-enzymatic antioxidant capacity.
The catalase response to exercise in all tissues and the superoxide dismutase response in the
gastrocnemius were reduced after one month of freezing. However in the brain and heart the
response of superoxide dismutase to exercise was reduced only after three months of freezing.
This study shows that freezing duration, depending on the tissue and marker under analysis,

affects the evaluation of the redox state response to a maximal exercise session.

Keywords: Oxidative stress. Redox imbalance. Cryopreservation. Oxidative damage.

Antioxidant enzyme.
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1 INTRODUCAO

A respiracdo celular e o consequente consumo de oxigénio oferecem vantagem
metabolica sobre a vida anaerdbica. No entanto, 0 metabolismo do oxigénio gera uma série de
produtos reativos e potencialmente toxicos, conhecidos como espécies reativas. O termo
espécies reativas refere-se a uma série de compostos de natureza radicalar e ndo radicalar que
podem ser centrados no oxigénio e, assim, sdo denominadas espécies reativas de oxigénio
(ERO). Essas espécies sdo produzidas normalmente durante o metabolismo celular e estéo
envolvidas em processos fisioldgicos, como a expressdo génica, ativacdo de receptores
celulares e na sinalizacdo celular. No entanto, em altas concentragdes, as espécies reativas
levam a danos nas estruturas celulares, incluindo lipidios, proteinas e &cidos nucléicos
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Mecanismos protetores enddgenos e exdgenos atuam para minimizar os efeitos
lesivos das espécies reativas nos tecidos. Estes mecanismos incluem antioxidantes
enzimaticos, como por exemplo a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), e ndo-enzimaticos, representados pela glutationa reduzida, vitamina E,
vitamina C e 4cido Urico. De maneira geral, esses antioxidantes atuam na neutraliza¢do ou
prevencdo da formacdo das ERO.

O desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, quando hd um excesso de
oxidantes, leva a perturbacdo da sinalizacdo celular e do controle redox e a danos
moleculares, situacdo esta denominada desequilibrio redox (SIES e JONE, 2007).

Algumas moléculas podem ser usadas como marcadores de estado redox
(condicdo que representa o potencial de oxidorreducdo presente na célula ou tecido) em
amostras biologicas, j& que as ERO tém, em sua maioria, meia vida curta e reagem
rapidamente com as biomoléculas. Assim, marcadores de estado redox comumente utilizados
incluem, entre outros, as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (do inglés: thiobarbituric
acid-reactive substances - TBARS), indicador de dano oxidativo aos lipideos, e derivados
carbonilicos em proteinas (indicador de dano oxidativo a proteinas).

O exercicio agudo € uma condicdo que sabidamente leva ao aumento da producgéo
de ERO e consequentemente a alteragfes nos sistemas de defesa antioxidantes e no estado
redox em praticamente todos os fluidos corporais, células e tecidos. Varios mecanismos sao

propostos para justificar o desequilibrio redox ocasionado pelo exercicio agudo, que incluem,
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entre outros: aumento da respiragcdo mitocondrial, da atividade da xantina oxidase e a ativagao
de neutrdfilos e outros fagocitos.

A forma com que o exercicio agudo afeta os diferentes tecidos esta relacionada
com a capacidade de cada tecido em gerar espécies reativas em resposta ao tipo e a
intensidade de exercicio e com sua capacidade intrinseca de defesa antioxidante. Dentre 0s
tecidos estudados até o presente, o muasculo esquelético, o coracdo e o cérebro mostram-se
muito suscetiveis ao dano oxidativo pelo exercicio. Tal fato se deve a caracteristicas
intrinsecas desses tecidos, como a alta atividade metabolica do mdsculo esquelético durante o
exercicio e alta atividade metabolica basal do coragdo e cérebro, além da baixa atividade
antioxidante dos trés em relacdo aos outros tecidos (HERRERO e BARJA, 1997). H& um
aumento consideravel do fluxo sanguineo no musculo esquelético e cardiaco durante exercicio
fisico intenso, que leva a ativacdo de varios sistemas geradores de ERO, enquanto no cérebro,
o fluxo sanguineo tende a sofrer moderadas alteracGes, mas suficientes para aumentar a
producdo de ERO local (RADAK, CHUNG e GOTO, 2007).

A anélise de biomarcadores de estado redox, assim como de outros marcadores
bioldgicos, pode ser afetada por variacGes pré-analiticas, definidas como qualquer variacao
sofrida pela amostra entre a coleta e a anélise (BETSOU et al., 2009). As variacdes pré-
analiticas sdo as mais dificeis de gerir em ensaios bioldgicos e podem ter um grande impacto
na confiabilidade dos resultados obtidos (BASTARD, DEYN e ENGELBORGHS, 2015;
BETSOU et al., 2009; ESPINA et al., 2009). Assim, condi¢cdes de coleta, temperatura e 0
periodo de armazenamento e 0 processamento de amostras bioldgicas devem ser
rigorosamente estabelecidos a fim de se evitar erros analiticos.

Em muitas pesquisas é necessario armazenar as amostras por algum periodo de
tempo para analises subsequentes, sendo o congelamento o método mais utilizado de
armazenamento em laboratdrios de pesquisa. Contudo, o congelamento pode comprometer a
integridade bioquimica do tecido, por uma série de fatores relacionados as caracteristicas
fisicas e quimicas do gelo e ao modo e tempo de armazenamento. A tolerancia ao
congelamento é dependente do tipo de tecido, que pode apresentar diferente condutibilidade
térmica dependendo da sua composi¢do (SINGH e KUMAR, 2013). Além disso, alguns
estudos demonstram que a tolerancia ao congelamento tambem é dependente do biomarcador
avaliado (JUNG et al., 1993; BORTOLIN et al.,2016).

Considerando os inumeros fatores relacionados ao congelamento e ao tempo de

armazenamento de amostras biologicas que podem interferir consideravelmente em
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biomarcadores de estado redox e devido a importancia desses biomarcadores na investigacao
de condi¢des que se relacionam ao desequilibrio redox, como o exercicio fisico e a patogénese
de algumas doencas, é fundamental determinar qual o tempo ideal de estocagem de amostras
para que os resultados ndo sejam comprometidos. Até entdo nenhum estudo investigou o
efeito do tempo de congelamento em amostras sob condi¢des de desequilibrio redox. Assim,
nesse estudo avaliou-se o efeito do tempo de congelamento da amostra na quantificagdo de
biomarcadores de estado redox no gastrocnémio, coracdo e cérebro de

camundongos swiss submetidos a uma sessdo de exercicio maximo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Espécies reativas de oxigénio e dano oxidativo

Uma das vantagens metabodlicas dos organismos aerdbicos em relagdo aos
anaerdbicos refere-se a respiracdao celular, em que a oxidacdo aerdbica de algumas poucas
moléculas de glicose ou acido graxo produz grande quantidade de energia livre que, entéo, é
convertida em trifosfato de adenosina (ATP), a “moeda” energética da célula. Isso permitiu o
desenvolvimento de organismos multicelulares mais complexos. Contudo, o metabolismo
aerdbico pode levar a producdo de subprodutos reativos e potencialmente téxicos que podem
comprometer importantes processos biologicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984;
KEHRER, 1993). Esses metabolitos reativos sdo conhecidos como espécies reativas, que
incluem os radicais livres, e a presenca de tais espécies em materiais biolégicos foi descrita
pela primeira vez na década de 50 por Commoner et al., (1954).

Radicais livres sdo espécies capazes de existir de forma independente. Sdo moléculas,
ions ou atomos com um ou mais elétrons desemparelhados em sua Orbita mais externa ou camada
de valéncia, sendo que elétron desemparelhado (simbolizado por e) é aquele que se encontra
sozinho em um orbital atbmico ou molecular (PRYOR, 1986; HALLIWELL, 1991). Essa
caracteristica justifica a alta reatividade e a curta meia vida dos radicais livres em relagdo a outras
moléculas (HALLIWELL, 1991; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Radicais livres, assim como algumas outras moléculas e ions, derivados do oxigénio
sdo coletivamente denominados de espécies reativas de oxigénio. Portanto, o termo espécies
reativas de oxigénio (ERO) engloba uma série de compostos de natureza radicalar e ndo
radicalar. Essa classificacdo inclui moléculas que sdo caracterizadas por propriedades
quimicas e bioldgicas distintas, como, por exemplo, seletividade e velocidade de reacdo com
moléculas biolégicas (HALLIWELL e CROSS, 1994). As principais espécies reativas
radicalares centradas no oxigénio s&o o anion superdxido (0357) e o radical hidroxila (HO®) e
as ndo radicalares sdo representadas pelo oxigénio singlete (*O,") e pelo peréxido de
hidrogénio (H,0,).

As ERO séo continuamente formadas em decorréncia da atividade metabdlica
celular, por processos enzimaticos e ndo enzimaticos, e também podem ser produzidas por
processos de origem exdgena como a exposicao a radiacdo, poluicdo do ar, intoxicacdo por

oxigeénio, cigarro e alcool (PRYOR, 1986).
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O anion superdxido pode ser gerado pela redugdo incompleta do oxigénio na
cadeia respiratoria da membrana mitocondrial interna (FINAUD, LAC e FILAIRE, 2006;
JENKIS, 1988). Durante a respiracdo celular, o oxigénio molecular recebe elétrons por meio
da oxidacdo de NADH e FADH; o que leva a formacdo de gradiente de prétons através da
membrana mitocondrial interna, que € utilizado na sintese de ATP. Os elétrons, que deveriam
servir como substratos para a completa reducdo da molécula de oxigénio a agua, podem
escapar da cadeia respiratoria durante a passagem pelos complexo | e Il e reagir de forma
inadequada com o oxigénio, reduzindo-o a superoxido, (BLEIER, et al., 2015; BRAND et al.,
2004, MULLER, LIU e VAN REMMEN, 2004).

Em decorréncia da atividade metabdlica celular hd outras importantes fontes
enddgenas de anion superoxido além da membrana mitocondrial interna, que incluem a reagédo
catalisada pela xantina oxidase, que leva a oxidacdo de hipoxantinas e xantinas para a
formacéo de &cido Urico e a acdo da NAPH oxidase em células fagociticas durante a exploséo
respiratéria (MOREL, DOUSSIERE e VIGNAIS, 1991; VINA; GIMENO e SASTRE, 2000).

O superoxido é relativamente impermeavel a membranas celulares, no entanto,
possui maior meia-vida em relacdo a outras ERO, o que Ihe permite difundir dentro da célula,
aumentando seu nimero de alvos moleculares (HALLIWELL, 1995). Esse radical pode, ao
receber mais um elétron e dois ions de hidrogénio, sofrer dismutacdo, formando o perdxido de
hidrogénio. Essa reacdo pode ocorrer de forma espontdnea ou catalisada pela enzima
superéxido dismutase (SOD) (reacdo 1) (FRIDOVICH, 1973; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

SOD
20, + 2H* - H,0, + 0, (reacéo 1)

O peroxido de hidrogénio € pouco reativo na auséncia de metais de transicdo e
tem meia-vida relativamente longa dentro da célula, o que contribui para que possa difundir-
se pelas membranas celulares e exercer tanto seus efeitos toxicos quanto de sinalizacdo
(BIENERT, et al., 2007; BIENERT e CHAUMONT, 2014; SIES, 2014; WATANABE, et al.,
2016). Apesar de ser considerado um fraco agente oxidante, o peréxido de hidrogénio é
citotoxico e seus efeitos decorrem, principalmente, pela capacidade de formar o radical
hidroxila. Este é capaz de reagir facilmente com moléculas proximas ao sitio onde é
produzido e é considerada a espécie mais reativa, podendo reagir com quase todas as
moléculas encontradas nas células (VALKO et al., 2004; HALLIWELL, 1991; GOMEZ -
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CABRERA, VINA e JI, 2009). A formacio do radical hidroxila, a partir do peréxido de
hidrogénio, ocorre por meio de reagdes catalisadas por metais de transi¢do, tais como o
Fe**ou Cu?*, que estdo presentes abundantemente nos tecidos e so potencialmente capazes de
formar espécies reativas. Essas reacées ocorrem em duas etapas. Na primeira, o Fe**ou o Cu*

sd0 reduzidos respectivamente a Fe?*ou Cu*pelo anion superéxido (reago 2).
Fe**/ Cu®*+ 05— Fe?*/ Cu* + O, (reacéo 2)

O Fe®*ou o Cu" é utilizado na segunda etapa, na reacéo conhecida como reacéo de

Fenton (reacdo 3), quando o radical hidroxila é formado a partir de perdxido de hidrogénio.
Fe?*/Cu*+ H,0, — Fe**/Cu®* + OH™ + HO" (reacéo 3)

A reacdo liquida final, conhecida como reacdo Haber-Weiss, é a seguinte (reacao
4):

H,0, +03° ™ HO® +HO™ + 0? (reacéo 4)

As ERO desempenham duplo e antagbnico papel no organismo. Quando
produzidas em baixas ou moderadas concentragdes participam na modulacdo de varias
condicdes fisiologicas importantes como a ativacdo da expressdo génica, de receptores da
sinalizacdo celular, no controle do ténus vascular e nos mecanismos de defesa dos fagocitos
contra agentes infecciosos (ALLEN e TRESINI, 2000; HEHNER et al., 2000; HENSLEY et
al., 2000). Porém, quando ha uma producdo de ERO que exceda a capacidade antioxidante
elas induzem processos de morte celular que estdo relacionados a danos na membrana
lipidica, a proteinas e ao acido desoxirribonucléico (DNA).

Os lipideos sdo os alvos bioldgicos mais comuns de oxidacdo pelas ERO, e esse
processo é denominado peroxidacdo lipidica. Os é&cidos graxos poli-insaturados s&o
particularmente suscetiveis ao dano oxidativo pelas ERO devido a duplas ligacbes presentes
em sua estrutura. Embora sejam mais resistentes, lipidios monoinsaturados e saturados
também podem ser oxidados (GATE et al., 1999; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

O processo de peroxidacdo lipidica, ilustrado na Figura 1, engloba reagdes de
iniciagcdo, propagacdo e terminacdo, que sdo comuns a reagdes radicalares. Na etapa de
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iniciacdo, um radical reativo, que pode ser tanto o radical hidroxila como o oxigénio singleto,
remove hidrogénio do &cido graxo poli-insaturado na membrana e produz um radical lipidico
(L"). A remocdo do elétron adjacente a dupla ligacdo do acido graxo resulta na formacdo de
radical alquila (radical centrado no carbono) que causa cross-links inter ou intramoleculares,
que perturbam a membrana lipidica (MARNETT, 1999). O radical lipidico reage com o
oxigénio molecular e forma o radical peroxila (LOO’). Na etapa de propagacédo, o radical
peroxila abstrai hidrogénio de outro &cido graxo poli-insaturado e forma-se, entdo, um
hidroperdxido lipidico (LOOH) e outro radical lipidico. O radical lipidico reage com oxigénio
e reinicia o processo, ou se combina, na etapa de terminagcdo, com outro radical e forma um
ndo-radical (L-L) (AUGUSTO, 2006; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). O
hidroperdxido lipidico sofre outras reacdes, a maioria degradativas, e produz, assim, alcanos e
aldeidos como o malondialdeido (MDA) e 4-hidroxinonenal, que podem reagir com outras
moléculas, levando a danos secundarios (FISHER-WELLMAN e BLOOMER, 2009). ions
metalicos podem participar do processo quando catalisam reac¢6es do hidroperdxido lipidico e

formam radicais que geram uma nova propagacdo ao reagirem com 4&cido graxo poli-

insaturado.
Terminagdo
. . Ll-__'r? L'L
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e L
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Figura 1: Esquema representativo do processo de peroxidacao lipidica. LH = 4cido graxo poli-insaturado;
HO’ = radical hidroxila; L = radical lipidico; H,O = agua; O, = oxigénio; LOO"= radical peroxila; L-L = ligacdo
lipidio-lipidio (ndo radical); LOOH = hidroperdxido de lipidio; MDA (C3H40,) = malondialdeido. Fonte:
Adaptado de AUGUSTO, 2006.
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Na célula, a peroxidagdo lipidica tem como consequéncia o desarranjo da
bicamada lipidica, por alteracdo da fluidez, aumento da viscosidade e rigidez da membrana.
Essas condigdes permitem que proteinas situadas do lado interno da membrana sejam
atacadas diretamente por ERO prejudicando func@es essenciais, tal como atividade intrinseca
de enzimas e transportadores de membrana (KOZYREV e SLUTSKY, 2010).

O dano oxidativo a proteinas € definido como uma modificacdo covalente de
determinada proteina induzida diretamente por ERO ou indiretamente por reacdes com
subprodutos secundarios de dano redox (SHACTER, 2000). A modificacdo oxidativa de
proteinas pode ser catalisada por metais, por meio da conversdo de espécies menos reativas ao
radical hidroxila, formando grupos carbonilas nas cadeias laterais de aminoacidos das
proteinas, ou, ainda, as proteinas podem sofrer tais modificacdes de forma indireta, quando
sdo modificadas por moléculas geradas pela oxidacdo de outros produtos como os radicais
alquilas, derivados da peroxidacdo lipidica (SHACTER, 2000; STATDMAN e LEVINE,
2003). A oxidagéo direta de lisina, arginina e prolina contribui de maneira expressiva (~50%)
para as concentracfes de derivados carbonilicos nos tecidos. Como exemplo, um desses

derivados carbonilicos é o glutamato semialdeido, produto da oxidacdo da prolina e arginina

(Figura 2).
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Figura 2- Exemplo de processos de formagdo de grupos carbonilas por oxidacdo de aminoacidos. A
oxidacdo de residuos de prolina e arginina resulta em Glutamato semialdeido como produto. Fonte: Adaptado de
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007.
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A formacédo do grupo carbonila leva a alteracBes na conformacéo das proteinas,
aumentando a agregacdo, fragmentacdo, distorcdo das estruturas secundaria e tercidria,
suscetibilidade a protedlise e alteracdo da funcdo (BUTTERFIELD et al., 1998). Além disso,
0 grupo carbonila é um marcador de inativacdo protéica que leva a degradacdo proteassémica,
contudo o proprio proteassoma pode ser alvo de inativacdo oxidativa, o que limita a
capacidade das células de processarem proteinas com derivados carbonilicos (WU et al.,
2009).

O desequilibrio redox acelera o dano ao DNA, mas apenas algumas espécies
reativas e alguns produtos resultantes da peroxidacdo lipidica podem levar a esse dano. O
radical hidroxila reage com o DNA, adicionando hidrogénio a duplas ligagdes presentes nas
bases nitrogenadas, ou removendo hidrogénios dos grupamentos metilenos presentes na
timina e na desoxirribose. A remocdo de um atomo de hidrogénio do grupo metileno da
timina resulta em radicais alil ou propenil, enquanto que a adi¢do do hidroxila a dupla ligacdo
dos carbonos 5 e 6 das pirimidinas leva a formacgdo de adutos de hidroxila. O radical hidroxila
também pode ser adicionado aos carbonos 4, 5 e 8 das bases puricas, formando adutos de
hidroxila: o aduto C4-HO™ com propriedades oxidantes, e os adutos C5-HO™ e C8-HO™, com
propriedades redutoras (COOKE et al., 2003; EVANS et al., 2004). Assim, o DNA pode
sofrer diferentes alteracbes como consequéncia do dano oxidativo, como delecdes,
translocacfes, rearranjos, mutacGes, cross-links, mudangas no numero de Cromossomos e

alteracdes em padrbes de metilacdo/acetilacao.

2.2 Sistema de defesa antioxidante

Para manter a integridade celular, os organismos desenvolveram uma série de
mecanismos de defesa contra 0 excesso de espécies reativas que incluem mecanismos
antioxidantes de prevencdo e intercepcdo e mecanismos de reparo, além de defesas fisicas
(KONIG et al., 2001; MASELLA et al., 2005; RADAK et al. 1999; SIES, 1993;).

HALLIWELL e GUTTERIDGE (1989) propuseram uma definicdo ampla de
antioxidantes: “sdo substancias que quando presentes em baixas concentragdes comparadas as
do substrato oxidavel, regeneram o substrato ou previnem significativamente a oxidagdo do
mesmo”. O termo substancias oxidadveis inclui todas as moléculas organicas, como lipidios,
proteinas e DNA (HALLIWELL, 1990; KOZYREV e SLUTSKY, 2010). No entanto, essa

definicdo ndo leva em conta sistemas de reparo ou inibidores da geracéo de espécies reativas,
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0 que levou Halliwell e Gutteridge (2007) a proporem uma nova e mais simples definigéo
para antioxidantes, que foram, entdo, definidos como: “qualquer substancia que atrasa,
previne ou remove dano oxidativo a uma molécula alvo”.

As principais estratégias desempenhadas pelo sistema de defesa antioxidante
incluem conversdo de ERO em moléculas menos ativas e prevencdo da transformacdo de
espécies menos reativas em formas mais reativas, como, por exemplo, inibicdo da conversdo
de perdxido de hidrogénio em hidroxila (POWERS e LONNON, 1999; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

Dois mecanismos antioxidantes endégenos funcionam como uma unidade para
controlar os efeitos de ERO nas células: enziméticos e ndo-enziméticos, ambos encontrados
nos meios intra e extracelulares (POWERS e LONNON, 1999). Os antioxidantes enzimaticos
catalisam reacGes com a finalidade de remover ERO ou regenerar os antioxidantes oxidados,
reduzindo-os. As principais enzimas antioxidantes incluem SOD, Catalase (CAT), Glutationa
Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase (GR), Glutationa S-transferase (GST),
Peroxirredoxinas e Tiorredoxinas. Os antioxidantes ndo-enzimaticos incluem a glutationa
reduzida (GSH), acido ascorbico (vitamina C), Vitamina E e &cido drico (POWERS e
JACKSON, 2008; SIES e STAHL, 1995; WAYNER et al., 1987), dentre outros. Embora os
mecanismos de ac¢do dos componentes da defesa antioxidante variem bastante, todos possuem
em comum a capacidade de interromper reacGes de oxidorreducao.

A SOD, descrita pela primeira vez por Mc-Cord e Fridovich (1969), € a primeira
linha de defesa antioxidante enzimética e constitui a defesa celular contra os radicais
superoxido, sendo capaz de catalisar a dismutacdo destes em uma espécie menos reativa, 0
peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular.

A SOD possui isoformas que diferem tanto na localizacdo celular quanto ao co-
fator metalico ligado ao seu sitio ativo. Assim, pode-se distinguir trés isoformas de SOD,
sendo que duas contém cobre e zinco (SOD1 e SOD3) e uma contém manganés (SOD?2).
Essas isoformas catalisam a dismutacdo do superoxido com eficiéncia e modo semelhantes
(OH-ISHL et al., 1995) (reacdo 5) e a velocidade da reacdo é, em varias ordens de grandeza,
mais rapida que em condigdes fisiologicas na auséncia de SOD (FORMAN e FRIDOVICH,
1973).
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Cu?* Zn/Mn3*SOD + 05~ —» Cu*Zn/Mn?*SOD + 0,

Cu* Zn/Mn?*SOD + 03~ + 2H* - Cu?* Zn/Mn3*SOD + H,0,
205_ + 2H* - 02 + H202

(reacdo 5)

A SOD1, ou Cu,Zn-SOD (MC-CORD e FRIDOVICH, 1969), é encontrada no
citoplasma, lisossomos e espaco intermembranas da mitocondria e € muito ativa no figado. A
SOD2, ou Mn-SOD, esté localizada na matriz mitocondrial e € mais ativa no cortex-renal que
em outros tecidos (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2007; FRIDOVICH, 1995; OHNO et al.,
1995; SRIVASTATAVA et al., 2007; WEISIGER e FRIDOVICH, 1973). Jaa SOD3 ou SOD
extracelular (EC-SOD) é encontrada em fluidos extracelulares como plasma, linfa e liquido
sinovial. Essa isoforma contém um dominio de alta afinidade pela heparina que contribui para
sua localizacdo na matriz extracelular. A SOD3 é muito expressa em vasos sanguineos,
coracdo, rins e pulmdes e menos expressa em figado, musculo esquelético e cérebro
(FATTMAN, SCHAEFER e OURY, 2003; MARKLUND, 1982; NOZIK-GRAYCK,
SULIMAN e PIANTADOSI, 2005; OOKAWARA et al., 1998;).

A CAT ¢ a enzima que catalisa a remoc¢do do peroxido de hidrogénio, que pode
ocorrer também na auséncia de CAT de forma mais lenta em reacdo catalisada por metais,
como descrito na reacdao de Fenton. Para a decomposicao do peroxido de hidrogénio em agua
e oxigénio molecular a enzima utiliza o Fe3* como cofator. Para isso, uma molécula de H,0,
oxida o ferro ligado ao grupamento heme na CAT a um composto ativo (comp. 1) de alta
valéncia (Por™ — Fe*™ = 0). Esta espécie, que se refere a outro estado da enzima, €
altamente oxidante e capaz de reagir com outra molécula de H,0, e, assim, o composto | €
reduzido para regenerar a enzima e liberar 4gua e oxigénio (reacdo 6) (CHELIKANI, FITA e
LOEWEN, 2004; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; KIRKMAN e GAETANI, 2006).

CAT(Por — Fe3*) + H,0, — comp. I(Por™ — Fe** = 0) + H,0

comp.I(Por™ — Fe** = 0) + H,0,— CAT(Por — Fe3") + H,0 +0,
2H202 - 2H20 +02

(reacéo 6)

A CAT é amplamente ou completamente localizada em peroxissomos, de modo
que essa enzima precisa se difundir por essas organelas para desempenhar sua acao no citosol
(CHANCE, SIES e BOVERIS, 1979; GOO, CHAL e KIM, 2005). Ela esta presente em todos
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os tecidos animais e tem alta atividade em eritrocitos, figado e rim e baixa atividade no
cérebro (DEL MAESTRO e MCDONALD, 1982; SZIMONIK-LESIUK et al., 2003).

Por um longo tempo estudos apontaram a CAT como secundaria na remocéao do
perdxido de hidrogénio e sugeriam a GPx como mais ativa na remocao dessa espécie reativa.
Contudo, alguns autores provaram que a CAT atua como principal enzima na catalise da
neutralizacdo do H,O, em eritrécitos e possivelmente em outros tecidos, enquanto a principal
funcdo da GPx seria a dismutacdo de perdxidos organicos e a manutencdo de tidis protéicos
em seu estado reduzido (GAETANI et al., 1996; MUELLER, RIEDEL e STREMMEL, 1997;
VESKOUKIS et al., 2009). Assim, é provavel que mais da metade do H,O, produzido na
célula seja neutralizado pela CAT.

A enzima GPx €, assim como a CAT, responsavel por reduzir H,O, a agua, mas
diferentemente dessa, requer um agente redutor para desempenhar sua funcdo, além de
catalisar também a reducdo de hidroperdxidos organicos a seus correspondentes alcodis. A
GPx contém um residuo de selenocisteina no seu sitio ativo (FLOHE et al., 1973). Esse
residuo de aminoacido participa do ciclo catalitico pelo qual hidroperdxidos organicos
(ROOH) séo reduzidos a alcodis e agua, enquanto o peroxido de hidrogénio é convertido em
agua. Nesse processo a glutationa em sua forma reduzida (GSH) é oxidada a glutationa
dissulfeto (GSSG) (reacdo 7). A atividade da GPx € dependente do fornecimento constante de
GSH, que é regenerado a partir de GSSG pela glutationa redutase (GR), enzima que usa 0
NADPH como doador de elétrons na reacdo (reacdo 8). Essa reacdo é fundamental para a
biodisponibilidade da GSH in vivo (BJORNSTEDT, 1997).

2GSH+H,0,/ROOH > GSSG+2H,0,/H,0+RHO (reacio 7)
GSSG+NADPH+H* 35 2GSH+NADP* (reacéo 8)

A GTS ¢ responsavel por remover produtos toxicos tais como carcin0genos
quimicos e poluentes ambientais, realizando, de fato, uma detoxificacdo do organismo. Exerce
seu efeito protetor por catalisar a conjugacdo de GSH com produtos finais de oxidacdo e
representa uma segunda linha de defesa contra a toxicidade de substancias produzidas por
reacOes mediadas por ERO (MASELLA, et al., 2005). Pode ser encontrada no citoplasma,
mitocondrias e microssomas (MASELLA, et al., 2005).
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As Peroxirredoxinas sdo enzimas antioxidantes que protegem proteinas e lipideos
do dano oxidativo causado por peroxidos organico e perdxido de hidrogénio. As diferentes
isoformas das Peroxirredoxinas sdo distribuidas de modo distinto dentro da célula e podem
estar localizadas no citosol, nas mitocéndrias, no espaco extracelular e nos peroxissomos
(DEATON e MARLIN, 2003). Catalisam sua reacdo semelhante a GPx, embora possuam
eficiéncia catalitica muito menor que esta e a CAT. Sdo capazes de remover baixas
concentracdes de hidroperdxidos e peroxinitritos e, ainda, as Peroxirredoxinas sdo as
principais reguladoras da sinalizacdo por H,O, iniciada por receptores celulares de superficie
(WOOD et al., 2003).

As Tiorredoxinas tém importante papel na regulacdo redox por repararem 0S
grupos sulfidrilos oxidados, removerem o H,O, e também estdo envolvidas na regeneracdo de
acido ascorbico oxidado. Elas podem ser abundantes no citosol, ndcleo, mitocondrias, podem
estar associadas com a membrana celular e secretadas extracelularmente em sua forma
oxidada por diferentes tipos de células incluindo mondcitos e linfocitos apds ativacao
(HOLMGREN, 1985; ARNER e HOLMGREN, 2000).

Tratando-se dos antioxidantes ndo enzimaticos, para neutralizar espécies reativas,
eles podem atuar como doadores de elétrons ou prétons, como agentes quelantes de ions
metalicos ou ainda de forma a restituir outro antioxidante.

A GSH, que funciona como cofator da familia de enzimas glutationa peroxidases,
é a principal reguladora ndo enzimatica do estado redox intracelular e sua capacidade redutora
é determinada pelo grupamento sulfidrila, sendo, a GSH, o Unico tiol ndo protéico em seres
aerobicos. Falha nesta funcdo leva a formacdo de meta-hemoglobina e consequente
incapacidade do eritrocito em transportar oxigénio, além de impedir sua passagem para 6rgaos
vitais por causar uma variacdo na forma do eritrocito (SIES, 1999). No nulcleo, a GSH
mantém o estado redox de proteinas sufidrilas importantes que sdo necessarias para expressao
e reparo do DNA (VALKO et al., 2007).

A vitamina E corresponde a um conjunto de compostos que inclui os tocoferdis e
tocotrienois, sendo a o-tocoferol a forma com maior atividade bioldgica. A vitamina E é
lipossolUvel e é a principal antioxidante a interromper a reagcdo em cadeia que leva a
peroxidacdo de lipidios através do fornecimento de protons aos radicais, sendo também capaz
de converter o superdxido e o radical hidroxila em formas menos reativas (HERRERA e
BARBAS, 2001; PAKER, 1991; POWERS e LONNON, 1999). Esta localizada nas
membranas celulares e lipoproteinas (PAKER, 1991).
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A vitamina C, ou acido ascorbico, é hidrossoluvel e esté localizada no citosol e no
meio extracelular. Além de eliminar diretamente os radicais superéxido e hidroxila e 0s
hidroperdxidos lipidicos, por doar elétrons, a vitamina C desempenha um importante papel na
regeneracdo da a-tocoferol (PAKER, 1991; SIES e STAHL, 1995).

O acido Urico possui uma forma ionizada, o urato, que reage rapidamente com o
radical hidroxila, contudo sua reacdo mais importante € com os radicais peroxila, acdo esta
que é a base do seu efeito antioxidante protetor ao DNA e lipidios. O urato reage com 0s
radicais peroxila antes de penetrarem a membrana e iniciarem danos e é capaz de recuperar
estruturas que foram convertidas a radicais livres doando um elétron e um préton (SAUTIN e
JOHNSON, 2008; SIMIC e JOVANOVIC, 1989).

Em geral, o corpo possui reservas de antioxidantes adequadas para lidar com a
producdo de ERO sob condicdes fisiologicas (BANERJEE et al., 2003; WAYNER et
al.,1987). As concentracdes e a composicdo das defesas antioxidantes diferem entre os tecidos
e os diferentes tipos celulares (SZYMONIK-LESIUK et al.,, 2003). As defesas sdo
frequentemente aumentadas depois da exposicdo do organismo as espécies reativas. No
entanto, as defesas antioxidantes ndo sdo totalmente efetivas em impedir a acdo das ERO e,
dessa forma, evitar alteracfes oxidativas em seus alvos. Esse fato permite que as espécies
reativas exercam suas funcgdes bioldgicas, como por exemplo, sinalizacdo celular, enquanto os

antioxidantes minimizam danos oxidativos a biomoléculas (HALLIWELL, 1995).

2.3 Desequilibrio redox e seus marcadores em sistemas biologicos

O conceito de estresse oxidativo foi introduzido de forma simples em 1985 como
um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, que conduziriam a potenciais danos
moleculares (SIES, 1985). Contudo, esse conceito ndo abrange processos fundamentais que
envolvem reacOes de oxidorreducédo celulares denominadas, de modo coletivo, de sinalizagdo
redox ou controle redox (JONES, 2006). Assim, o conceito de estresse oxidativo foi
atualizado para se concentrar em respostas biologicas e incluir o papel de sinaliza¢do redox e
passou a ser considerado como o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, em favor dos
oxidantes, que leva a perturbacéo da sinalizacdo e do controle redox e/ou a danos moleculares
(SIES e JONES, 2007).

Com o aprimoramento desse conceito, 0 emprego do termo estresse oxidativo se

tornou muito geral, e até mesmo exagerado, para descrever reagdes quimicas especificas que
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ocorrem em células ou tecidos especificos e ndo deve ser utilizado (SIES, 2015;
BREITENBACH e ECKL, 2015). Alem disso, é dificil associar o conceito bioldgico de
estresse com o entendimento da quimica basica de oxido-reducédo, o qual inclui transferéncia
de elétrons, radicais livres e metabolismo de oxigénio. Por isso, nesse trabalho, sera adotado o
termo desequilibrio redox para designar condi¢des quimicas e fisicas que perturbam a
homeostase redox.

O desequilibrio redox favorece a oxidacdo de biomoléculas e leva a producédo de
metabolitos especificos que podem ser usados como marcadores desse fendmeno. Tais
marcadores sdo derivados principalmente da oxidac&o de lipidios, proteinas e DNA.

O produto da peroxidacéo lipidica mais frequentemente utilizado como marcador
de desequilibrio redox é o MDA. Contudo, apesar da principal fonte de MDA em amostras
bioldgicas ser a peroxidacdo lipidica, ele também pode ser formado em certos tecidos por
processos enzimaticos, como, por exemplo, na biossintese de tramboxano A2, a partir da
prostaglandina H; pela agdo da tramboxano sintase (HECKER e ULRICH; 1989). Vérios
métodos foram desenvolvidos para avaliar a presenca de MDA como indicador de
peroxidacdo lipidica, podendo ser mensurado por HPLC (high-performance liquid
chromatography), espectrofotometria ou espectrofluorimetria (AGARWAL e CHASE, 2002;
ESPINOSA, DURAN e LOPEZ, 1996; YOUNG e TRIMBER, 1991). O teste colorimétrico
mais comum para mensurar a formacdo de MDA baseia-se em sua reagdo com o acido
tiobarbitarico (TBA), resultando em um composto que pode ser quantificado
espectrofotometricamente (Figura 3). Esse método de deteccdo de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico € conhecido como TBARS (do inglés: thiobarbituric-acid-reactive
substance).

CH-CH=CH
OH OH
TBA MDA Produto colorimétrico

HS. ~N<_OH $. N« _OH HO. N~ SH
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2 N~ H H B H? “H —fp N~ > N + EH:,D
HO

Figura 3- Reagdo entre o &cido tiobarbitlrico e malondialdeido. TBA = 4cido tiobarbitdrico, MDA =
malondialdeido.
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A quantificacdo de TBARS, como indicativo de formacéo de MDA, tem reduzida
especificidade pelo fato do TBA reagir com outros produtos da oxidacdo, além do MDA
(ESTERBAUER, SCHAUR e ZOLLHER, 1991). Outro problema inerente ao ensaio € que,
para se obter o produto final de condensacdo, ele deve ser realizado sob alta temperatura e
isso pode levar a oxidacdo adicional (DEL RIO, STEWART e PELLEGRINI, 2005). Porém,
apesar das criticas ao método, sua utilizacdo pode ser justificada quando o objetivo é saber se
um tratamento induziu a peroxidacdo lipidica ou se a amostra contém produtos da
peroxidacdo. Nesses casos, 0 primeiro método de escolha deve ser o de reacdo com o TBA ja
que ndo se tem interesse em produtos especificos (ESTERBAUER, SCHAUR e ZOLLNER,
1991). Caso o0 ensaio ndo dé positivo, ndo ha necessidade de tentar um dos métodos mais
sofisticados (ESTERBAUER, SCHAUR e ZOLLNER, 1991). Mas, caso contrario, se 0
resultado encontrado for positivo, deve-se optar por métodos adicionais mais especificos ou
outras medidas de desequilibrio redox antes de chegar a qualquer conclus&o.

Outro importante marcador de desequilibrio redox é a formagdo de derivados
carbonilicos em proteinas. Grupos carbonilicos adicionados as cadeias laterais das proteinas
constituem por¢des quimicamente estaveis, 0 que torna viavel sua deteccdo e quantificacdo
(DALLE-DONE et al., 2003). Muitos dos ensaios para mensuragdo de danos oxidativos a
proteinas envolvem reagdo do derivado carbonilico com a 2,4-dinitrofenilhidrazina, levando a
formacdo de 24-dinitrofenilhidrazona, que € estdvel e pode ser detectado
espectrofotometricamente (Figura 4) (LUO e WEHR, 2009; LEVINE et al., 2000). Ensaios
para deteccdo de derivados carbonilicos em proteinas quantificam qualquer grupo carbonilico
protéico, independente da fonte. E os ensaios com maior sensibilidade e especificidade séo
apenas semi-quantitativos (SHACTER, 2000).

Yo e NO, NO,
N ¢ N N O
H/ = H/ = \NH
" NO, NO,
07 "N~ + — 0
\ H,N
0 ~ o}
R/\f NH R +H20
R N_ _R

H’N\( 2,4-dinitrofenilhidrazina H” T

Cadeia peptl’di‘ca contendo
residuos de lisina oxidados
(grupo carbonila).
Figura 4- Reac¢do do grupo carbonila com o 2,4-dinitrofenilhidrazina. A reacdo resulta na formacéao de 2,4-
dinitrofenilhidrazona e é mostrada por um residuo de lisina oxidado. Adaptado de WEBER, DAVIES e GRUNE,
2015.

Lisina 2,4-dinitrofenilhidrazona
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2.4 Desequilibrio redox induzido por exercicio e seu impacto em diferentes tecidos

Uma sessdo de exercicio aumenta as taxas de consumo de oxigénio e, assim,
hipotetizou-se que ele poderia causar desequilibrio redox e consequentes danos aos tecidos.
Dillard et al., (1978) foram os primeiros a evidenciarem que o exercicio agudo pode causar
desequilibrio redox. Os autores avaliaram o volume de pentano expirado, que é um indicador
de peroxidacdo lipidica, em individuos submetidos a 60 minutos de exercicio, a 50% do
consumo maximo de oxigénio, em bicicleta ergométrica. Esses autores observaram aumento
de 1,8 vezes no pentano expirado nos individuos exercitados em relagdo aos individuos que
foram mantidos em repouso, demonstrando, pela primeira vez, 0 aumento da peroxidagédo
lipidica durante o exercicio. Contudo, esse trabalho ndo identificou a fonte de ERO
responsavel pelo dano lipidico. Posteriormente, Davies et al.(1982) demonstraram, por meio
da técnica de ressonancia paramagnética de elétrons, que o exercicio realizado até a exaustdo
aumenta a concentracdo de produtos de peroxidacdo lipidica e leva a perda da integridade
estrutural do reticulo sarcoplasmatico no musculo esquelético e no figado de ratos. Os autores
detectaram aumento de duas a trés vezes na amplitude do sinal de radicais livres nesses
tecidos.

Hoje se sabe que o exercicio agudo leva a alteracdo do estado redox em
praticamente todos os fluidos corporais, células sanguineas e érgdos. A partir de estudos que
avaliaram o estado redox em diferentes tecidos pode-se concluir que o exercicio agudo, de
fato, é capaz de alterd-lo de forma sistémica. Varios estudos, tanto em animais como em
humanos, encontram alteragdes no estado redox apds exercicio agudo no plasma
(TAKAHASHI, SUZUKI e MATOBA, 2012), eritrécitos (SENTURK et al., 2001), linfécitos
(FERRER et al., 2009; TOSSIGE-GOMES et al., 2016), neutréfilos (SUREDA et al., 2005),
musculo esquelético (VINA et al., 2000; POWERS et al., 1994; LIU, HE e LI, 2013;
BARRETO et al., 2012), coragdo (SOMANI et al., 1995; SEWARD, 1995; NIE et al., 2010),
rim (RADAK et al., 1996), figado (DAVIES et al., 1982; LIU et al., 2000) e cérebro
(PEDREANEZ et al., 2006).

Especialmente musculo esquelético, coracdo e cerebro mostram-se muito
suscetiveis ao dano oxidativo pelo exercicio, quando comparados a outros tecidos. Tal fato se
deve a caracteristicas intrinsecas desses tecidos, como a alta atividade metabolica do masculo
esquelético durante o exercicio e alta atividade metabdlica basal do coracdo e cérebro, além

da baixa atividade antioxidante dos trés em relacdo aos outros tecidos (HERRERO e BARJA,
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1997). Enquanto o suprimento de oxigénio para o figado e rim diminui significativamente
durante uma sessdo de exercicio h4& um aumento consideravel do fluxo sanguineo nos
musculos esquelético e cardiaco, o que leva a ativacao de varios sistemas geradores de ERO.
Ja no cérebro, o fluxo sanguineo tende a sofrer moderadas alteracdes, que devido a
caracteristicas peculiares do tecido, j& é suficiente para ativar varios sistemas geradores de
ERO (RADAK, CHUNG e GOTO, 2007).

No musculo esquelético, Barreto et al., 2012, demonstraram alteracdo do estado
redox em camundongos ap0s exercicio maximo de natacdo. Em animais ndo treinados o
exercicio levou ao aumento da concentracdo de MDA e da atividade da CAT e GPx no
gastrocnémio. Ja Perez et al., 2003, avaliaram o efeito de uma sessdo aguda de exercicio em
diferentes protocolos de exercicio no musculo esquelético e cardiaco de ratos. Em um dos
protocolos 0s animais realizaram exercicio exaustivo em esteira a 20m/min a 0% de
inclinacéo e em outro um exercicio méximo exaustivo iniciado a 10m/min a 0% de inclinacéo,
seguido por aumento gradual da velocidade da esteira a cada 4 min até a 30 m/min, a 15% de
inclinacdo e finalizando o protocolo apds a exaustdo do animal. Ambos 0s exercicios
exaustivos deste estudo levaram a aumento da concentracdo de derivados carbonilicos em
proteinas no coragdo e no gastrocnémio. Venditti e Meo, 1996, também observaram aumento
da peroxidacdo lipidica no gastrocnémio e coragcdo ap0s protocolo de exercicio maximo de
natacdo, com acréscimo de 2% da massa corporal ao animal.

Somani, Frank e Rybak (1995) mostraram aumento da concentracdo de MDA e da
atividade das enzimas antioxidantes, dentre elas CAT e SOD, no musculo cardiaco de ratos
apos exercicio agudo em esteira a 100% da capacidade maxima de consumo de oxigénio com
aumento progressivo da velocidade e da inclinagéo.

Em seu estudo, Aydin et al. (2008) submeteram ratos a um protocolo agudo de
natacdo até a exaustdo e observaram, no cérebro, aumento da peroxidacdo lipidica, avaliada
pela concentracdo de MDA, aumento de derivados carbonilicos em proteinas, por reacdo com
0 2,4-dinitrofenilhidrazina e reducdo de GSH. Takiris et al. (2005) observaram reducdo na
capacidade antioxidante total no cérebro de ratos submetidos a natacdo forcada por periodos
de 2 ou 5 horas ( reducdo em 20 e 25% respectivamente).

Embora os diferentes tecidos, tal como o musculo esquelético, coracgdo e cérebro,
tenham sua homeostase redox alterada pelo exercicio agudo, 0 modo como essa homeostase €

afetada é influenciado pela capacidade de cada tecido em gerar espécies reativas e a
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capacidade intrinseca de defesa antioxidante, ja que essa pode variar muito de tecido para
tecido, como mostrado por Grankvist et al., 1981.

As células que compdem o musculo esquelético contém antioxidantes enzimaticos
e ndo-enzimaticos que estdo estrategicamente compartimentalizados no citoplasma e em
organelas. No musculo esquelético de roedores a atividade da SOD e da CAT s&o maiores nos
musculos oxidativos, caracterizados por conter elevado percentual de fibras do tipo | e do tipo
Ila em comparacdo com aqueles com baixos volumes mitocondriais (I1x ou 1lb) (POWERS et
al., 2011; CRISWELL et al., 1993). Muitos trabalhos consideram que o musculo esquelético é
a principal fonte de ERO durante o exercicio (POWERS e JACKSON, 2008). Em
intensidades de contracdo de moderada a alta o musculo € capaz de liberar grande quantidade
dessas espécies (PATWELL et al.,, 2004), que aumentam a oxidacdo local e sistémica,
inclusive em tecidos que ndo se contraem (CLOSE et al., 2007).

O coracdo é um 6rgdo aerobio e tem uma das taxas mais elevadas de consumo de
oxigénio no corpo, quando comparado ao musculo esquelético em repouso e ao figado, por
exemplo, sua taxa de consumo de oxigénio é mais que duas vezes o volume consumido pelo
figado por minuto e muitas vezes maior que o volume consumido pelo muasculo esquelético
em repouso (JI, 2000; SEN, 1995). Contudo, apesar de ter que lidar com altas taxas de
formacdo de oxidantes, o tecido cardiaco tem quase duas vezes menos atividade de SOD do
que o figado, e a atividade da catalase é extremamente baixa, chegando a ser mais de dez
vezes menor que a do figado (GRANKVIST, MARKLUND e TALJEDAL, 1981). Além
disso, outro fator torna o coracdo um érgdo ainda mais sensivel ao desequilibrio redox pelo
exercicio, o grau de poli-insaturagdo dos acidos graxos fosfolipidicos no masculo cardiaco é
de 68%, 0 que é considerado alto comparado a maioria dos tecidos, e o torna mais suscetivel a
peroxidacdo (NIKOLAIDIS, PETRIDOU e MOUGIQS, 2006).

O tecido cerebral é altamente sensivel ao desequilibrio redox devido ao seu
intenso consumo de oxigénio (consome uma das maiores taxas de oxigénio por unidade de
massa de tecido, correspondente a 20% de todo o oxigénio recebido pelo corpo) e tem alto
fluxo sanguineo, alto teor de ferro e lipidios e baixa atividade de defesas antioxidantes
(STREK, CZAPSKI e SILVA, 2013; OOKAWARA et al.,1998). O fato da atividade
antioxidante nesse tecido ser muito baixa quando comparada a outros tecidos também
contribui para que o cérebro seja muito suscetivel ao desequilibrio redox, como o
desencadeado pelo exercicio maximo. A concentracdo de catalase é a mais baixa encontrada

em tecidos estudados, e equivale a aproximadamente a 2% da catalase do figado e 22% a do
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coracdo de camundongos (GRANKVIST, MARKLUND e TALJEDAL, 1981). Além disso,
durante o exercicio méaximo ha uma maior demanda de energia no cérebro e o fluxo sanguineo
aumenta. Este tecido utiliza a glicose como fonte priméaria de energia e superéxidos sdo
produzidos durante o seu metabolismo, além disso, a glicose pode interagir com outras
moléculas e formar ERO (SOMANI e HUSAIN, 2000). O exercicio também aumenta as
concentragOes séricas de glicocorticOides e, estes, em resposta ao exercicio agudo, podem
alterar o conteudo ndo enzimatico e a atividade de enzimas antioxidantes no tecido cerebral e,
consequentemente, contribuem com o aumento das concentracdes intracelulares de ERO,
aumentando a peroxidacao lipidica e dano a proteinas (MCLNTOSH, HONG e SAPOLSKY,
1998; MCLNTOSH e SAPOLSK, 1996).

Apesar de tudo isso, ainda h4 um debate sobre os mecanismos que levam ao
aumento de espécies reativas sob a condicdo de alto consumo de oxigénio que representa o
exercicio fisico aerdbico. Assim, foram propostas algumas vias de producdo de ERO durante
0 exercicio, que incluem: respiracdo mitocondrial, xantina oxidase, neutrofilos e outros
fagocitos, auto-oxidacdo de catecolaminas, metabolismo das prostaglandinas e conteddo de
ferro livre.

Durante muito tempo a respiracdo mitocondrial foi reportada como a maior
produtora de ERO durante o exercicio fisico. Varios autores sugeriam que o aumento do
consumo de oxigénio no exercicio levaria, obrigatoriamente, a0 aumento da atividade
mitocondrial e consequente aumento da producdo de anion superéxido nos tecidos. Contudo,
provou-se que no estado ativado, tal como ocorre no exercicio, quando todos os substratos
estdo presentes em suspensdo e grande quantidade de ATP é produzida a produc¢do percentual
de radicais livres pela mitocondria é baixa e, possivelmente, inferior ao estado basal
(ADHIHETTY et al., 2005; CHANCE, SIES e BOVERIS, 1979; HANSFORD, HOGUE e
MILDAZIENE, 1997; KOZLOV et al., 2005; ST-PIERRE et al., 2002).

Essa baixa taxa de producdo de ERO pela mitocéndria durante o exercicio, que
tem sido estimada em 0,1 a 1% do total de oxigénio consumido, dependendo das condigdes
experimentais, é varias ordens de grandeza inferior ao que foi descrito inicialmente e pode ser
justificada pelo papel de proteinas desacopladoras como reguladoras da producdo de ERO
mitocondrial. Tais proteinas causam dasacoplamento leve da cadeia respiratoria por meio da
diminuigéo da forga motora de protons pela membrana mitocondrial interna, essencial para a
diminuicdo da disponibilidade de doadores de elétrons capazes de reduzir o oxigénio a

superdxido e, assim, protegem a mitocondria de danos oxidativos mediante pequena perda de
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energia (BRAND et al., 2004; BRAND e ESTEVES, 2005), principalmente quando o fluxo
de oxigénio é intenso como no exercicio fisico. Apesar de tudo isso, deve ficar claro que, a
baixa producdo de ERO pela mitoc6ndria durante o exercicio é suficiente para causar danos
oxidativos (ST-PIERRE et al., 2002).

Uma das principais hipoteses que vem sendo investigada na contribuicdo da
producdo de ERO durante o exercicio esta relacionada ao papel da xantina oxidase. Em
condicdes fisioldgicas a xantina oxidase estd na forma de xantina desidrogenase, que é a
forma dominante da enzima e responsavel por oxidar tanto hipoxantina como xantina ao acido
drico, em um processo que reduz NAD" a NADH. O exercicio agudo pode promover um
breve estado de isquemia, e dependendo da intensidade do exercicio, a ressintese do ATP néo
acompanha a sua utilizacao e, nesse caso, 0 ATP é convertido em ADP, AMP, inosina e, por
fim, em hipoxantina. Na condi¢do de isquemia a xantina desidrogenase é convertida em
xantina oxidase por modificacio de residuos de cisteina (VINA et al., 2000) ou pela agéo de
proteases dependentes de célcio, que aumentam quando hd comprometimento da homeostase
do caélcio, como ocorre no exercicio intenso em consequéncia do dano muscular (BLOOMER,
2008).

A xantina oxidase ndo utiliza NAD" como aceptor de elétrons, mas sim o oxigénio
para que hipoxantina e xantina sejam convertidas em &cido Urico. O oxigénio serd, nessas
condigdes, reduzido a anion superdxido e peréxido de hidrogénio que poderao ser convertidos
em espécies mais reativas na presenca de ions metalicos. Na condicdo de isquemia as
concentracdes intracelulares de xantina oxidase e hipoxatina aumentam consideravelmente e,
por esse motivo, quando ocorre a reperfusdo a producdo de radicais livres é alta, ja que o
oxigénio estara disponivel para funcionar como aceptor de elétrons na reagdo catalisada pela
xantina oxidase, o que resultard em dano oxidativo (HELLSTEIN et al., 1988; BAILEY et al.,
2007). O processo de formacdo de espécies reativas a partir da xantina oxidase € ilustrado na

Figura 5.
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Figura 5- Mecanismo de geragdo de espécies reativas de oxigénio por xantina oxidase. No processo de
isquemia, trifosfato de adenosina (ATP) é convertido sequencialmente em difosfato de adenosina (ADP) e
monofosfato de adenosina (AMP) e, posteriormente, AMP é convertido em inosina pela enzima AMP
deaminase. Xantina desidrogenase, via ativacdo de proteases célcio-dependentes é convertida em xantina
oxidase. Quando o oxigénio é reintroduzido (reperfusdo), inosina forma hipoxantina por acdo da purina
nucleosideo fosforilase (PNP), produzindo, assim, substrato para a xantina oxidase, que entdo produz
superoxido e perdxido de hidrogénio como subprodutos. Na presenca de ferro superdxido e perdxido de
hidrogénio sdo convertidos em radical hidroxil. Adaptado de MCCORD, 1985.

Além do masculo esquelético, a lesdo por isquemia e reperfusdo pode acometer
outros tecidos e 0 dano por esse processo € mais acentuado em alguns tecidos que em outros
pela grande variacdo da concentracdo de xantina desidrogenase nos diferentes tecidos
(EVANS et al., 1997).

Outras fontes de ERO, além da mitocondrial e da xantina oxidase, ttm sido
investigadas e recebem destaque, especialmente se tratando de exercicio exaustivo. Na
resposta inflamatoria em decorréncia da lesdo tecidual induzida por contracBes sucessivas,
neutrofilos e outros fagocitos podem ser ativados e produzem grande quantidade de espécies
reativas, incluindo superoxido e peroxido de hidrogénio, contribuindo para desequilibrio
redox (QUINDRY et al., 2003). ERO, especialmente o anion superoxido, sdo geradas
enzimaticamente pela NADPH oxidase localizada na membrana de leucdcitos recrutados
durante a fase inicial da resposta inflamatoria na musculatura exercitada (ROSSI, 1986).

Além disso, exercicios que geram lesdes significativas podem danificar proteinas
que contém ferro, favorecendo maior disponibilidade desse metal para catalisar reacdes

radicalares (BLOOMER, 2008). Exercicios caracterizados pelo alto impacto mecanico, como



40

corrida em esteira, sdo os mais relatados por levar a esse tipo de dano, ao contrario da

natacao, que possui menos componentes excéntricos (LIU et al., 2000).

2.5 Variabilidade pré-analitica nas analises de estado redox

As variabilidades interindividual, pré-analitica e analitica podem exercer grande
influéncia nos resultados de ensaios bioldgicos. Dentre essas, as variacGes pré-analiticas,
definidas como qualquer variagdo sofrida pela amostra entre a coleta e a anélise, sdo as mais
dificeis de gerir e podem ter um grande impacto na confiabilidade de resultados de estudos
baseados na avaliacdo de biomarcadores teciduais (BETSOU et al., 2009; ESPINA et al.,
2009).

As condicbes de coleta, periodo e temperatura de armazenamento e 0
processamento de amostras bioldgicas devem ser rigorosamente estabelecidos a fim de se
evitar erros analiticos. Contudo, a extensdo e o tipo de informacdo para as condi¢des pré-
analiticas reportadas em publicacdes cientificas variam muito. A maioria dos trabalhos que
envolvem a avaliagédo do estado redox tecidual descreve de forma breve e superficial como se
procedeu a coleta e a técnica de processamento das amostras, por vezes ndo informando por
quanto tempo as amostras permaneceram armazenadas até a andlise. 1sso pode dificultar a
reprodutibilidade dos estudos e levar a divergéncias nos resultados, ja que a estabilidade dos
analitos pode ser comprometida.

E muito importante que a manipulagio pré-analitica das amostras ocorra de forma
cuidadosa, pois, tratando-se de analises do estado redox, uma série de procedimentos e etapas
podem interferir no resultado das medidas, tais como condicGes de coleta, seccdo do tecido,
homogeneizacdo e diluicdo da amostra. A coleta de tecidos deve ocorrer de forma répida e
sob baixas temperaturas, pois a exposicdo da amostra por periodos, mesmo que breves, ao
oxigénio atmosférico, contribui para a formacéo de radicais livres (MEYER et al., 2014). Ja a
seccdo do tecido em muitas fatias pode levar a ruptura de proteinas contendo ferro e aumentar
0 conteudo do ferro livre e, por fim, a catélise de reacOes radicalares. A utilizacdo de
homogeneizadores de tecidos automaticos, mesmo que por curto periodo de tempo, pode
resultar em aumento da temperatura, mesmo se o procedimento for realizado no gelo, devido
a alta velocidade do aparelho. Além disso, a alta velocidade da homogeneizacdo leva a
formacéo de bolhas, que contribuem para a inativacdo de enzimas (BODE e MEINEL, 1982).
O homogenato de tecido mais concentrado resulta em menor risco de peroxidacdo lipidica
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secundaria aquela in vivo, provavelmente pelo fato de mais ferro estar ligado a proteinas, e
também a maior estabilidade enzimatica (BERNHEIM, 1963; CAO et al., 2003; PEGG,
2015; TAMIYA, et al., 1985). Portanto, todos esses procedimentos e etapas devem ser
cuidadosamente conduzidos para que o erro pré-analitico seja minimizado.

Em muitas pesquisas é necessario armazenar as amostras por algum periodo de
tempo para analises posteriores, visto que grande parte dos experimentos sdo muito longos
para serem realizadas em um dia ou mesmo em alguns dias ap0s a coleta das amostras. Um
dos principais métodos para estocagem de amostras biologicas por longos periodos € o
congelamento ou criopreservacdo, definido como a conservacdo em baixas temperaturas,
visando cessar reversivelmente todas as fungdes bioldgicas dos tecidos vivos. Para esse fim,
as amostras sdo normalmente armazenadas em freezeres (-20 °C a -80 °C) ou em ultrabaixas
temperaturas (-150°C a -196 °C em containers de nitrogénio liquido), com ou sem uso de
crioprotetores, com o tecido integro ou em solucao.

O armazenamento a -20 °C foi bastante utilizado no passado e em trabalhos mais
recentes ainda é possivel ter recomendacfes de estocagem a essa temperatura por até alguns
meses (WEYDERT et al., 2010), mas ja esta claro que ele leva a alteracdes de biomarcadores
redox, dentre outros analitos, mesmo que por um curto periodo de estocagem (BORGES et
al., 2014; BORTOLIN, et al., 2016; JUNG, et al. 1993; SHABIHKHANI et al., 2014).
Embora o nitrogénio liquido seja muito recomendado e muito utilizado em biobancos, o
congelamento a -80 °C é o principal modo de armazenamento de amostras em laboratorios de
pesquisa.

Os danos celulares e consequentes danos em analitos por congelamento, por
vezes, estdo intimamente relacionados a velocidade com que ele ocorre. O congelamento
lento pode levar a alteragcbes na osmolaridade intracelular, resultando em agregacdo de
moléculas e desnaturacdo protéica (PARK et al., 1998) e, também, pode haver acdo de
proteases e de reacdes quimicas na solucdo parcialmente congelada devido ao aumento da
concentracdo do soluto, mesmo que essas reacdes estejam lentificadas pela baixa temperatura.

E importante prever que a tolerancia ao congelamento é dependente do tipo te
tecido, que pode, inclusive, ter diferente condutibilidade térmica dependendo da sua
composicao (SINGH e KUMAR, 2013). Tecidos com maior composicao de agua tendem a ser
mais vulneraveis aos efeitos do congelamento (ANDRUSHKIW, 1990). As celulas diferem
guanto a permeabilidade a &gua e provavelmente também a suscetibilidade ao gelo

intracelular (PEGG, 2002). Além disso, para cada analito existe uma condicdo de
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armazenamento ideal, que, no entanto, ndo sdo conhecidas e é esperado que o periodo de
armazenamento cause efeito temporal sobre os resultados (JUNG, et al., 1993; KUMAR et
al., 2012).

O tempo de armazenamento de amostras pode durar de dias a meses ou anos e a
temperatura pode oscilar durante esse periodo. Podem ocorrer flutuacdes de temperatura
relacionadas a frequéncia de abertura dos freezers ao remover amostras, a falhas mecénicas e
de energia e até mesmo a posicdo em que a amostra se encontra internamente no freezer, ja
que as regides frontal e superior estdo sujeitas a maiores oscilacbes de temperatura
(SHABIHKHANI et al., 2014; SU et al.,1996). Apesar disso, as principais hipoteses para
explicar os danos causados pelo congelamento e posterior descongelamento séo baseadas nas
mudancas fisicas e quimicas sofridas pela amostra durante esses processos.

Tratando-se da avaliacdo do estado redox, alguns estudos avaliaram se o
congelamento e o tempo de estocagem podem interferir na integridade de analitos e afetar os
resultados das andlises. Kumar et al.,(2012) mantiveram amostras de plasma de mulheres
gravidas em uso de suplementacdo de ferro congeladas a -20 °C por periodo variavel (entre 1
e 708 dias). Os resultados desse estudo mostraram que as flutuacbes dos valores de
concentracdo de MDA, pelo método TBARS, foram minimas nos primeiros 28 dias de
congelamento e, posterior a isso, aumentaram nas amostras armazenadas por até 200 dias. No
entanto, apds esse tempo a taxa de mudanca das concentracbes de MDA desacelerou e se
manteve durante o segundo ano de congelamento. Assim, 0s autores concluiram que existe
um efeito temporal na medida da concentracdo de MDA em amostras congeladas e sugeriram
que mais estudos devem ser conduzidos para explicar melhor esse efeito.

Fishbein e Winkert (1978), em seu trabalho com solugdes puramente enzimaticas,
submeteram aliquotas de catalase de figado bovino a diferentes taxas de resfriamento. Os
autores observaram perda irreversivel da atividade enzimatica da catalase associada a sua
desnaturacdo, o que foi relacionado a formacéo de gelo e as taxas de resfriamento.

Jung et al., (1993) analisaram o comportamento da atividade catalitica da SOD,
CAT, GPx e GST e contetdo de GSH em figado e rim de ratos em funcdo do tempo e da
temperatura de armazenamento. As amostras foram homogeneizadas em sacarose e estocadas
a4, -20e-70 °C por 1, 3, 7, 14 e 28 dias. Um fragmento integro dos tecidos foi também
mantido a -70 °C por 28 dias. No rim, tanto no tecido integro quanto no homogenato, a
atividade da SOD e da CAT foram reduzidas ap6s estocagem por 28 dias a -70 °C. Ja a

estocagem em -20°C reduziu a atividade dessas enzimas apds 14 e 28 dias, respectivamente.
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No figado, a atividade da CAT foi reduzida apos 28 dias de armazenamento a -70 °C. J4 a
SOD, GPx e GST ndo sofreram alteracdes apos congelamento do figado integro a -70 °C por
28 dias, assim como o conteudo de GSH. Esses resultados mostram que a estabilidade da
amostra depende da enzima analisada, do orgao e da temperatura de estocagem. Os autores
concluiram, de maneira geral, que a estabilidade analitica do tecido homogeneizado em
sacarose € menor que a do tecido integro e a temperatura de -70°C, dentre as avaliadas, é a
mais adequada para manutencao da atividade enzimatica.

Estudo semelhante foi conduzido por Bortolin et al., (2016), que avaliaram 0s
efeitos da temperatura (-20 e -80 °C), tempo (0, 15, 30 e 60 dias) e forma de congelamento
(tecidos homogeneizados e intactos) em parametros de estado redox no figado, sangue e
cérebro de ratos. Os autores observaram reducdo da atividade da CAT e da SOD apds
estocagem a -20 °C a partir de 15 dias e a -80 °C por 60 dias, no figado integro. No cérebro a
atividade da CAT foi reduzida apds estocagem a -20 °C por 60 dias, enquanto a atividade da
SOD nao foi alterada. Houve aumento de derivados carbonilicos em proteinas no figado e
cérebro homogeneizados, estocados a -20 °C, a partir de 30 dias de armazenamento. No
sangue o contetdo de derivados carbonilicos em proteinas reduziu apos estocagem a -80 °C.
O conteudo dos grupos sulfidrilas mostrou-se sensivel a degradacdo por armazenamento no
figado e cérebro em ambas temperaturas de estocagem, tanto nos tecidos homogeneizados
quanto nos integros. Além disso, os autores demonstraram que o tempo de congelamento nao
alterou o imunocontetido da CAT e da SOD nos tecidos, o que lhes permitiu sugerir entdo que
a reducdo da atividade das enzimas em questdo tenha sido decorrente de desnaturacdo ou
oxidagdo das proteinas. Mais uma vez um estudo também mostrou que a estabilidade depende
da enzima analisada, do 6rgdo e da temperatura de estocagem e que o congelamento do tecido
intacto e a -80 °C interferem menos nos parametros analisados, mas que a analise a fresco € a
melhor opcdo.

Os poucos estudos realizados até 0 momento mostram que o tempo de estocagem
da amostra altera a estabilidade de biomarcadores de estado redox, de maneira dependente do
tecido e marcador analisados. Essa interferéncia pode comprometer o resultado de pesquisas
em que a desequilibrio redox é o objeto principal de estudo, como no exercicio fisico e no
estudo dos mecanismos de patogénese de doencas. Assim, torna-se crucial determinar, em
condigdes experimentais especificas, qual o tempo maximo ou Otimo de estocagem das
amostras para avaliacdo do estado redox e, até entdo, nenhum estudo investigou o efeito do

tempo de congelamento em amostras sob condi¢es de desequilibrio redox. Portanto, nesse
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estudo foi avaliado o efeito do tempo de congelamento da amostra na quantificacdo de

biomarcadores de estado redox no gastrocnémio, coracdo e cérebro de

camundongos swiss submetidos a uma sessdo de exercicio maximo.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo foi avaliar o efeito do tempo de congelamento da
amostra na estabilidade de biomarcadores de estado redox no gastrocnémio, coracdo e cerebro

de camundongos swiss submetidos a uma sessdo de exercicio maximo.

Especificamente nesse estudo avaliou-se o efeito do congelamento do coracéo,
gastrocnémio e cérebro, por 1, 3 e 6 meses, sobre o dano oxidativo a lipidios e proteinas, a
atividade das enzimas catalase e superdxido dismutase e a capacidade antioxidante total apds

uma sessdo de exercicio maximo.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados 26 camundongos swiss, machos, com 8 semanas de idade
fornecidos pelo Biotério do Centro de Bioterismo (CEBIO) da UFMG. Os animas foram
mantidos no Biotério do Nucleo de Experimentacdo Animal (NEA) da UFVJM, em caixas de
polipropileno coletivas (com dimensdes de 30 x 20 x 13 cm), 4 animais por caixa, com
temperatura controlada (22 + 2°C) e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro. Os animais tiveram
livre acesso a dgua e a alimentacdo (Nuvilab CR1- NuvilabNutrients LTDA, Colombo, PR,
Brasil). O estudo foi aprovado pela Comisso de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (CEUA/UFVJIM, protocolo n°® 042/2015),
conforme previsto pela Lei n® 11794 de 8 de outubro de 2008.

O desenho experimental do estudo esté ilustrado na Figura 6, cujo detalhamento €

apresentado nas sessdes que seguem.
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Figura 6- Desenho experimental do estudo. TBARS= Substancias reativas ao &cido tiobarbitirico; PC=
Proteina Carbonilada; FRAP= Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro (do inglés Ferric Reduncing
Antioxidant Power); CAT= Catalase; SOD=: Superdxido Dismutase.
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4.2 Protocolo Experimental

Inicialmente os animais foram adaptados ao ambiente do biotério por 7 dias antes
do inicio dos experimentos. Apos adaptacdo ao biotério os animais foram pesados e divididos
em dois grupos experimentais, pareados pela massa corporal: grupo controle (CON), que nédo
foi submetido ao exercicio e grupo exercicio (EX), que foi submetido a protocolo de exercicio
maximo em piscina.

Os animais de ambos os grupos foram aclimatados ao meio aquatico por 5 dias
consecutivos antes da sessdo experimental. A aclimatagdo ocorreu em piscina aquecida a
temperatura de 32 + 1°C, por 10 minutos por dia. Os animais foram deixados livres dentro das
raias, sem adicdo de carga. A piscina, mostrada na figura 7, consiste em um tanque de vidro
(80 x 20 x 70 cm), composto por 4 raias individualizadas (20 x 20 cm), com profundidade de

50 cm e sistema de aquecimento e recirculacéo de agua.

Figura 7: Piscina utilizada no estudo.

Quarenta e oito horas apos a Ultima sessao do periodo de aclimatacdo ao ambiente
aquatico os camundongos do grupo EX foram submetidos a exercicio maximo, de carga
progressiva, até a exaustdo. Inicialmente, os animais foram pesados em balanca semi-analitica
e foram confeccionados anéis de metal correspondentes a 2% da massa corporal do animal. A

sessdo de exercicio foi realizada individualmente, em agua a temperatura de 32 + 1°C. O
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animal era colocado na piscina ja& com um gancho de metal, preso a cauda, correspondente a
2% da sua massa corporal. A cada 10 minutos a carga era aumentada em 2% da massa
corporal, até que o animal atingisse a exaustdo. A exaustdo foi determinada no momento em
que o camundongo permanecesse submerso por 4 segundos (BARRETO, et al., 2012).
Alcancado esse tempo, o animal era removido imediatamente da agua com auxilio de uma
peneira e eutanasiado, imediatamente, por deslocamento de cervical.

No dia seguinte a eutanasia do grupo EX, os animais do grupo CON, que nao
foram submetidos ao exercicio, foram mantidos na piscina, com o nivel de dgua préximo a
regido escapular, sobre uma plataforma de acrilico, nas mesmas condic¢des de temperatura que
0 grupo exercitado, por 30 minutos. Esse tempo foi determinado pela média do tempo que 0s

animais do grupo EX permaneceram na piscina até a exaustao.

4.2.1 Dissecacéo

Imediatamente apds serem eutanasiados, 0s animais tiveram o cérebro, o coracdo
e 0s musculos gastrocnémios de ambos 0os membros posteriores rapidamente dissecados, tal
como descrito a seguir.

Para dissecacdo do cérebro o animal foi decapitado ap6s a eutanasia e uma incisao
foi realizada na porc¢éo posterior do cranio. O 0sso occipital foi entdo cortado, passando pelos
parietais, frontais, até préximo aos nasais, acompanhando a sutura sagital. Esse procedimento
evita danos ao tecido cerebral. Os parietais foram, entdo, removidos juntamente com parte dos
frontais e o cérebro foi exposto totalmente integro. Com o auxilio de uma espétula, este foi
removido da caixa craniana e colocado imediatamente em tampéao fosfato salina (PBS 0,15M,
pH 7,34) gelado, no qual foi mantido por cerca de 1 minuto. Apos ser retirado da solugédo
foram removidos e descartados o cerebelo e o tronco encefélico. Os hemisférios foram
separados e um corte sagital foi realizado em cada um deles. Assim, o cérebro foi dividido em
4 fragmentos, assegurando que todos possuissem as mesmas areas do cérebro. Trés
fragmentos foram imediatamente colocados em gelo e congelados a -80°C, aproximadamente
1 hora depois da extracdo, para analises posteriores e um fragmento foi mantido no gelo para
analise a fresco. O procedimento de dissecacdo do cérebro e obtencdo dos fragmentos durou
aproximadamente 5 minutos.

O coracao foi dissecado por meio de esternotomia mediana longitudinal. Apos ser

retirado da caixa torécica o pericardio foi removido e o coracao foi lavado em PBS (0,15M,
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pH 7,34) e fatiado sagitalmente em 4 partes. Ap6s a sec¢do, 3 fragmentos foram congelados a
-80°C para andlise posterior, enquanto o outro fragmento foi mantido no gelo para analise a
fresco. O procedimento foi realizado em aproximadamente 4 minutos.

Para dissecacdo do musculo gastrocnémio foi realizada uma inciséo longitudinal
na pele do camundongo na face posterior dos membros posteriores, a fim de expor 0s
masculos. Os musculos foram dissecados, lavados em PBS (0,15M, pH 7,34) gelado e
seccionados em 2 partes equivalentes, de forma a conter porcdo medial e lateral em cada uma
das partes. Trés fragmentos foram congelados em freezer -80°C, para analises posteriores
(aguardando aproximadamentel hora em gelo antes do congelamento) e um fragmento foi
reservado no gelo para analise a fresco. A dissecacdo dos musculos levou cerca de 6 minutos

para cada animal.

4.3 Anélises de parametros redox

Para determinar se o tempo de congelamento do tecido altera a mensuracdo de
pardmetros de estado redox os fragmentos foram analisados a fresco (sem passar por
congelamento — TO) e apds 1 (T1), 3 (T2) ou 6 (T3) meses de congelamento a -80 °C. As
amostras foram descongeladas imersas no gelo momentos antes dos ensaios. Os parametros de
estado redox avaliados foram os seguintes: 1. dano oxidativo a lipideos, pela mensuragédo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS); 2. dano oxidativo a proteinas, pela
mensuracao do conteddo de derivados carbonilicos em proteinas; 3. atividade da catalase; 4.
atividade da superoxido dismutase e 5. capacidade antioxidante total, determinada pelo poder
de reducdo do ferro ( FRAP, do inglés Ferric Reduncing Antioxidant Power). Um mesmo
avaliador conduziu uma determinada analise em todos os tempos (T0-T3), para minimizar
variacOes interavaliador. Além disso, 0s mesmos materiais, reagentes e equipamentos
(pipetas, provetas, balanca analitica, pHmetro, dentre outros) foram utilizados na repeticdo

(TO-T3) de um mesmo procedimento.
4.3.1 Preparo da amostra — Maceragéo
As amostras foram maceradas em um macerador de tecidos Potter-Elvehjem (Corning)

mantido no gelo, em PBS (0,15M, pH 7,34) gelado. O homogenato foi dividido em duas
aliquotas. A primeira aliquota foi centrifugada (Thermo Electron. Led GMBH
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D37520, Alemanha) a 5000 g, por 5 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi destinado a
mensuracdo TBARS e a capacidade antioxidante ndo enzimética. O sedimento foi utilizado
para a mensuracdo do contetido de derivados carbonilicos em proteinas. A segunda aliquota
foi centrifugada a 10000 g por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado para a medida
da atividade das enzimas SOD e CAT, como parametro da capacidade antioxidante
enzimatica. As aliquotas para cada ensaio foram mantidas no gelo enquanto aguardavam

dosagem.

4.3.2 Anélise da peroxidacao lipidica

A reacdo do acido tiobarbiturico com o malondialdeido (MDA), principal produto
da peroxidagdo lipidica, foi utilizada para determinar a concentracdo de TBARS, de acordo
com o método descrito por Ohkawa et al., (1979). Aliquotas do homogenato (0,230 mL)
foram adicionadas a 0,250 mL de acido acético (2,5 M, pH 3,4), 0,1 mL de duadecil sulfato de
sodio (8,1%) e 0,25 mL de acido tiobarbiturico 0,8%. Essa mistura foi homogeneizada e
aquecida a 95 °C durante 90 minutos. Decorrido esse periodo, as amostras foram resfriadas e
centrifugadas durante 5 minutos, a 5000 g (Thermo Electron.Led GMBH
D37520, Alemanha) e 0,25 mL do sobrenadante foi transferido para placa de 96 pocos de
fundo chato. Na sequéncia, realizou-se a leitura espectofotométrica a 532 nm em leitor de
microplacas (SpectranMax®190, Molecular Devices, EUA). A concentragdo de TBARS nas
amostras foi determinada a partir da curva padrdo de concentragbes conhecidas de MDA
(1,1,3,3 — tetrametoxipropano - Sigma, EUA) e expressa em nmol MDA/mg proteina. As

medidas foram realizadas em duplicata.

4.3.3 Derivados carbonilicos em proteinas

A determinacdo da concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas nos
tecidos foi realizada conforme descrito por Levine et al., (1994). O sedimento do homogenato
de cada um dos tecidos foi suspenso em 1 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,7,
contendo 1 mM de acido etilenodiamino-tetra-acético (EDTA). Em seguida, cada amostra foi
homogeneizada e dividida em branco e teste. Foi adicionado acido tricloroacetico 10% a todas
as amostras que, entdo, foram centrifugadas a 5000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
descartado. Adicionou-se, ao sedimento do teste 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH 10 mM)

(Sigma-Aldrich®, EUA) diluido em &cido cloridrico 2mM. Ao branco foi adicionado apenas
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HCI 2 mM. As amostras foram mantidas no escuro, a temperatura ambiente, por 30 minutos e
homogeneizadas com o voértex a cada 15 minutos. Apos esse periodo foi adicionado acido
tricloroacético 10% as amostras, que foram homogeneizadas e centrifugadas a 5000 g, por 10
min, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimentado lavado em 1 mL de etanol e
acetato de etila (1:1) e centrifugado a 5000 g, por 10 mine a4 °C, por duas vezes. Por fim o
sedimentado foi dissolvido em SDS 6% e centrifugado a 10000 g, por 10 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi avaliado espectrofotometricamente a 370 nm, em placa de 96 pocos, em
leitor de microplacas, em triplicata.

A concentragdo de derivados carbonilicos em proteinas foi determinada utilizando
a equacdo de Lambert Berr: A=c.b.e. Onde A € a diferenca entre a absorbancia do teste e do
branco, ¢ é a concentracdo, b é o caminho Optico e ¢ é o coeficiente de extingdo molar. O
coeficiente de extincdo molar para o DNPH a 370 nm é 22000 M*cm™ e o caminho dptico
nesse ensaio foi de 0,73 cm. O contetdo de derivados carbonilicos em proteinas foi expresso
como nmol de derivados carbonilicos por mg de proteina (nmol/mg prot.)

4.3.4 Atividade da enzima CAT

A atividade da CAT (EC 1.11.1.6) foi determinada pelo decaimento da
absorbancia do peroxido de hidrogénio a 240nm, de acordo com o método descrito por Nelson
e Kiesow (1972). As amostras foram adicionadas a uma solucéo de perdxido de hidrogénio a
0,03 M (Sigma, EUA). A reacdo de decomposicdo do peroxido de hidrogénio foi
acompanhada durante 1 minuto, a 25°C, espectrofotometricamente, a 240 nm (Double beam
spectrophotometer visible UV, CE-Libra S22, Faotuo) em cubetas de quartzo. A atividade da
catalase foi expressa em milimolar de H,O, decomposto por minuto por miligrama de proteina

(AE/min/mg prot.). As medidas foram realizadas em triplicata.

4.3.5 Atividade da enzima SOD

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada pela inibicdo da autoxidacao
do pirogalol, de acordo com Maklund e Maklund (1974). As amostras de cada tecido foram
adicionadas a tampéo fosfato de potassio (50 mM, pH 8.2, 37 °C) contendo 1 mM de acido
dietilenotriaminopenta-acético (Sigma, EUA) e a reacdo foi iniciada por adi¢do de pirogalol
(1,2,3-benzenotriol, Sigma, EUA) a 02 mM. A reacdo foi determinada
espectofotometricamente em leitor de microplacas a 420 nm, 37°C, durante 4 minutos. A
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atividade da SOD foi expressa em U/mg proteina, onde uma unidade de enzima é a
quantidade que causa inibicdo da autoxidacdo do pirogalol em 50%. As medidas foram

realizadas em duplicata.

4.3.6 Capacidade antioxidante ndo enzimatica

A capacidade antioxidante ndo enzimatica das amostras foi determinada pelo
método FRAP, de acordo com Benzie e Strain (1996). A capacidade de reducdo do complexo
da forma Fe**-ferri-tripiridiltriazina (TPTZ) para a forma Fe’*-TPTZ pelos antioxidantes néo
enzimaticos do homogenato, em pH &cido, vai determinar o poder antioxidante da amostra.

Para a confeccdo do reagente FRAP, 25 mL de tampédo acetato de sodio (0,3 M,
pH 3,6) foram acrescentados a 2,5 mL de TPTZ (10 mM, Sigma-Aldrich®, EUA) e depois
misturados a 2,5 mL de FeCl3.H,O (20 mM). A uma aliquota de 528 uL do reagente FRAP
foi adicionado 72 pL do homogenato. Essa mistura foi homogeneizada e incubada no escuro,
a 37 °C, por 30 minutos. Depois as amostras foram centrifugadas a 300 g por 5 min, e 0
sobrenadante foi analisado espectofotometricamente, em duplicata, em leitor de microplacas,
a 593 nm. A capacidade antioxidante total das amostras foi expressa em equivalentes de Fe?*,
determinada a partir da curva padrdo de concentracbes conhecidas de FeSO, e normalizada
pela quantidade de proteina na amostra. Os resultados foram expressos como uM FeSO4/mg

de proteina.

4.3.7 Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas das amostras foi determinada pelo método de
quantificacdo de Bradford (Comassie blue assay) (Bradford, 1976). Albumina de soro bovino
(BSA, 1mg/mL) foi utilizada para construgdo de uma curva com concentragdes conhecidas de
proteina (curva padrdo). A leitura, em triplicata, foi realizada espectofotometricamente em
leitor de microplacas (SpectranMax®190, Molecular Devices, EUA) a 590 nm e os valores de
proteina determinados pelo Software Softmaxpro® (V5.4, molecular Devices, EUA) em

mg/mL.
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4.4 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. O teste de Shapiro-Wilk foi
utilizado para avaliar a normalidade dos dados. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA
Two Way com medidas repetidas, seguida de post-hoc de Tuckey para as avaliacdes intragrupo e
efeito principal do congelamento e Sidak para avaliacdes intergrupo. Para as analises utilizou-
se o software GraphPadPrism (versdo 6.00, GraphPad Software, San Diego,California, USA,
www.graphpad.com). Diferengas estatisticamente significativas foram consideradas quando p <
0,05.
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5 RESULTADOS

Neste estudo investigou-se o efeito do tempo de congelamento da amostra sobre a
resposta de biomarcadores do estado redox a uma sessdo de exercicio maximo no
gastrocnémio, coracdo e cérebro de camundongos. Vinte e seis camundongos swiss, machos,
com 8 semanas de idade foram divididos em dois grupos, controle (CON) e exercicio (EX),
pareados pela massa corporal. A massa corporal média dos animais nédo foi diferente entre os
grupos (38,9+2,7ge 39,0+ 2,29, CON e EX, respectivamente). No grupo exercicio o tempo
meédio para exaustdo foi de 34 min e 38 s £ 10 min e 30 s e 0s animais atingiram carga
méaxima meédia de 3,2 £ 0,7 g. Os animais do grupo controle foram mantidos por 30 minutos
na agua, sob as mesmas condicGes de temperatura do grupo exercicio (32,0 + 1,0°C) sobre
uma plataforma.

A Tabela 1 mostra o efeito do exercicio méximo e do tempo de congelamento na
concentracdo de TBARS no gastrocnémio, coracdo e cérebro. A analise de efeito principal
revelou que o congelamento da amostra reduziu a concentracdo de TBARS nos trés tecidos
analisados (p < 0,0001) e foi observada interacdo significativa entre o tempo de congelamento
e o efeito do exercicio na concentracdo de TBARS para o gastrocnémio (p = 0,005), coracdo
(p = 0,018) e cérebro (p = 0,029).

No gastrocnémio a concentracdo de TBARS foi maior, apds o exercicio, nas
amostras avaliadas a fresco (TO, p < 0,0001) e ap6s 1 (T1, p < 0,0001) e 3 meses (T2, p <
0,05) de congelamento a -80 °C. Isso indica que a sessdo de exercicio maximo promoveu
peroxidacdo lipidica no gastrocnémio e que o congelamento da amostra por até 3 meses nao
alterou a medida deste marcador no tecido em questdo. Contudo, em 6 meses de
congelamento (T3), observou-se reducdo da concentracdo de TBARS no gastrocnémio, tanto
dos animais exercitados (p < 0,0001), como no grupo controle (p < 0,05) em relacéo a TO, de
maneira que o efeito do exercicio na concentracdo de TBARS ndo foi mais observado (p >
0,05, CON versus EX, T3). Os resultados encontrados indicam que o congelamento por 6
meses compromete a integridade do gastrocnémio para a quantificacdo de TBARS, o que
compromete a avaliagdo do efeito do exercicio maximo nesse tecido.

Resultados semelhantes foram observados para a quantificagdo de TBARS no
coragdo e no cérebro (Tabela 1), porém, nestes tecidos o efeito do congelamento foi
observado mais precocemente. Em ambos os tecidos foi observado aumento da concentracao
de TBARS em resposta ao exercicio, tanto para as analises a fresco (TO, p < 0,0001), como

apo6s 1 més de congelamento (T1, p < 0,0001 e p < 0,05, coracéo e cérebro, respectivamente).
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A anélise do efeito principal revelou que, no coracdo, o congelamento por tempo igual ou
superior a 3 meses reduziu a concentragcdo de TBARS, independente da condigéo
experimental (efeito principal do congelamento, p < 0,01, T2 versus T0), enquanto no cérebro
este efeito foi observado ja ap6s 1 més descongelamento (efeito principal do congelamento, p
< 0,05, T1 versus T0). Assim, tanto no coragdo (p > 0,05, CON versus EX, T2) como no
cerebro (p > 0,05, CON versus EX, T2) ndo foi observado efeito do exercicio na concentracéo
de TBARS em amostras congeladas a -80 °C por periodo igual ou superior a 3 meses. Vale
destacar que, nos animais ndo exercitados, o congelamento por até 6 meses nao modificou as
concentragcdes de TBARS no coragdo (p > 0,05, T3 versus T0), diferentemente do cérebro (p
< 0,05 T3 versus T0). Os resultados indicam que o congelamento de amostras de coragéo e
cérebro por 3 meses ou mais interfere na avaliacdo da peroxidacdo lipidica induzida pelo
exercicio maximo.

Em resumo, os resultados indicam que no gastrocnémio a avaliagéo do efeito do
exercicio maximo na concentracdo de TBARS pode ser seguramente avaliada em amostras
congeladas por até 3 meses. Ja no coracdo e no cérebroesta avaliacdo deve ocorrer em até 1
més ap6s o0 congelamento das amostras. Assim, o efeito do tempo de congelamento da
amostra na avaliacdo peroxidacao lipidica em resposta ao exercicio méximo é dependente do
tecido em avaliagéo.

Os efeitos do exercicio maximo e do tempo de congelamento nas concentracdes
de derivados carbonilicos em proteinas estdo mostrados na Tabela 2. Assim como observado
para 0 TBARS, o exercicio maximo aumentou a concentracdo de derivados carbonilicos em
proteinas no gastrocnémio (p < 0,0001, efeito do exercicio, independente do congelamento) e
0 congelamento, independente da condicdo experimental, ndo teve efeito na concentracao
deste marcador (p = 0,83). Esses dados indicam que a concentracdo de derivados carbonilicos
em proteinas no gastrocnémio ndo é alterada pelo congelamento por até 6 meses e portanto a
avaliacéo da resposta ao exercicio maximo também néo é afetada.

No cerebro, o congelamento reduziu a concentracdo de derivados carbonilicos em
proteinas (p = 0,012, efeito principal do congelamento) e foi observada interacao significativa
entre o congelamento da amostra e o efeito do exercicio na concentragdo desse marcador (p =
0,006). Nos animais exercitados foi observada maior concentracdo de derivados carbonilicos
em proteinas no cerebro, comparado ao controle, tanto nas amostras analisadas a fresco como
apos 1, 3 ou 6 meses de congelamento (p < 0,05, CON versus EX), embora nas amostras do

grupo exercicio congeladas por tempo igual ou superior a 3 meses a concentracdo de



59

derivados carbonilicos em proteinas tenha sido reduzida (p < 0,001, T2 versus T0). Assim,
apesar do congelamento das amostras de cérebro por tempo igual ou superior a 3 meses ter
reduzido a concentracdo do marcador de dano oxidativo a proteinas nos camundongos
submetidos ao exercicio maximo, essa reducdo ndo foi suficiente para comprometer a
avaliacdo do efeito do exercicio nesse biomarcador (Tabela 2).

Os efeitos do congelamento e do exercicio méximo na concentracdo de derivados
carbonilicos em proteinas no coracdo foram distintos daqueles observados para o cérebro e
gastrocnémio (Tabela 2). O congelamento da amostra de coracédo, independente da condicao
experimental, aumentou a concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas em 6 meses
de congelamento (p < 0,0001, T3 versus TO) e foi observada interagdo significativa entre o
tempo de congelamento e o efeito do exercicio na concentracdo desse marcador (p < 0,029). A
concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas foi maior apds 6 meses de congelamento
da amostra nos animais ndo exercitados (p < 0,01, T3 versus T0), enquanto que nos animais
exercitados o aumento da concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas no coracao ja
foi observado com 3 meses de congelamento da amostra (p < 0,05, T2 versus T0). Vale
destacar que, embora a andlise de variancia tenha indicado efeito do exercicio na
concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas no cora¢do (p = 0,0115, efeito do
exercicio, independente do congelamento), a analise post-hoc ndo foi capaz de localizar a
diferenga.

Assim, os resultados indicam que o congelamento do gastrocnémio, cérebro e
coracdo por até 6 meses ndo compromete a avaliacdo do efeito do exercicio maximo sobre o

dano oxidativo a proteinas.



Tabela 1. Efeito do exercicio maximo e do tempo de congelamento da amostra nas concentracdes de TBARS no gastrocnémio, coracéo e cérebro.
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Gastrocnémio Coracdo Cérebro
CON EX CON EX CON EX
TO 2,59 + 1,65 5,74 + 3,34* 2,84 £0,59 4,60 £1,72* 4,08 £1,42 6,47 +1,62*
T1 2,14 +1,38 5,79 £ 2,40* 2,14 +0,60 4,17 + 1,54* 3,51+215 4,90 +£0,99*
T2 2,23+1,03 4,06 £ 1,74* 2,18 £0,52 3,09 +£0,63° 3,19+144 4,13 +£0,92°
T3 0,74 £0,26° 1,08 +0,48%"¢ 2,41 +0,43 3,14 +0,60° 2,61 £0,72° 2,79 +0,95%°

Os valores estéo expressos em média + desvio padréo e representam a concentracdo de MDA, em nmol/mg de proteina. TO = a fresco, T1= 1 més de congelamento, T2 = 3 meses de
congelamento, T3 = 6 meses de congelamento, CON = controle, EX = exercicio. *Efeito do exercicio.* ™ °Efeito do congelamento, em um mesmo grupo, comparado a T0 (%), T1 (°)

ou T2 (). Anova two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey (intragrupo e efeito principal do congelamento) e Sidak (intergrupo).

Tabela 2. Efeito de uma sess@o de exercicio maximo e do tempo de congelamento nas concentracgdes de derivados carbonilicos em proteinas no gastrocnémio, coracéo e

cérebro.
Gastrocnémio Coracéo Cérebro
CON EX CON EX CON EX
TO 0,21 +0,15 0,46 £ 0,27* 1,27 £ 0,47 0,90 £ 0,36 5,26 +£2,24 19,35+11,71*
T1 0,19+0,18 0,47 £0,31* 1,15+0,42 0,69 £0,17 4,63+ 2,07 16,86+5,75*
T2 0,17 +0,10 0,48 £ 0,27* 1,22+ 0,34 1,51 + 0,46°° 4,64 + 2,56 11,67+3,83%2°
T3 0,19 +£0,09 0,55 +0,31* 1,94 + 52%b¢ 1,58 +0,79%" 5,92 +£3,25 11,48+3,81%2°

Os valores estdo expressos em média + desvio padréo e representam a concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas em nmol/mg de proteina. TO = a fresco, T1= 1 més de
congelamento, T2 = 3 meses de congelamento, T3 = 6 meses de congelamento, CON = controle, EX = exercicio. *Efeito do exercicio.* > ¢ Efeito do congelamento, em um mesmo

grupo, comparado a TO (%), T1 (°) ou T2 (). Anova two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey (intragrupo e efeito principal do congelamento) e Sidak (intergrupo).
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Os efeitos de uma sessdo de exercicio maximo e do congelamento na atividade da
CAT no gastrocnémio e no coragdo estdo mostrados na Tabela 3. N&o foi possivel determinar
a atividade dessa enzima no cérebro, possivelmente devido a sua baixissima atividade
intrinseca de catalase e o método utilizado nesse estudo ndo foi sensivel o bastante para
detectar alguma atividade na fragdo de tecido reservada. No gastrocnémio e no coragdo o
congelamento da amostra reduziu a atividade da CAT (p < 0,0001, efeito principal do
congelamento) e foi observada interacdo entre o tempo de congelamento e o efeito do
exercicio (p < 0,0001 e p = 0,0004, gastrocnémio e coracdo, respectivamente). Nas amostras
analisadas a fresco, a atividade da CAT foi maior nos dois tecidos nos animais exercitados (p
< 0,0001, CON versus EX) e a atividade da enzima foi reduzida quando ambos, gastrocnémio
e coracdo foram congelados por tempo igual ou superior a 1 més, tanto no grupo controle (p <
0,01 e p < 0,05, gastrocnémio e coragdo, respectivamente) quanto no grupo exercicio (p <
0,0001), quanto no exercicio. Com isso, tanto no gastrocnémio quanto no coragao, nao foram
observadas diferencas significativas entre os animais exercitados e o controle nas amostras
congeladas por 1 més ou mais. Esses dados indicam que o congelamento do gastrocnémio e
do coracdo por 1 més compromete a avaliacdo da resposta da atividade da CAT ao exercicio
maximo.

Resultados semelhantes foram observados na andlise do efeito do congelamento
na resposta da SOD ao exercicio m&ximo nos trés tecidos avaliados (Tabela 4). No
gastrocnémio, coracdo e cérebro o congelamento reduziu a atividade desta enzima (p <
0,0001, efeito principal do congelamento) e houve interacdo entre tempo de congelamento e o
efeito do exercicio (p < 0,01). Nos trés tecidos, nas amostras analisadas a fresco, a atividade
da SOD foi maior nos animais exercitados, comparado ao controle (gastrocnémio: p < 0,001
CON versus EX, T0).

No gastrocnémio e no coracdo o congelamento da amostra, independente da
condicgéo experimental, por tempo igual ou superior a 1 més reduziu a atividade da enzima (p
< 0,0001, T1 versus T0), enquanto que no cérebro a atividade da SOD foi menor nas amostras
congeladas por tempo igual ou superior a 3 meses (p < 0,0001, T2 versus T0). A atividade da
SOD no gastrocnémio ndo foi diferente (p > 0,05) entre os grupos CON e EX nas amostras
desse tecido congeladas por 1 més ou mais. Contudo, no coragao e no cérebro, a atividade da
SOD ainda se manteve aumentada em resposta ao exercicio nas amostras congeladas por 1
més (p < 0,0001 e p < 0,01,CON versus EX, T1, cérebro e coracdo, respectivamente). Ainda,

apos 3 meses de congelamento a resposta da SOD ao exercicio no cérebro diminuiu em
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relagcdo ao controle ( p< 0,05, CON versus EX, T2), o que indica que o congelamento pode
ndo apenas anular o efeito do exercicio em determinada amostra, mas também pode inverté-lo
(Tabela 4). Os dados indicam que o congelamento afeta resposta da atividade da SOD ao
exercicio maximo no gastrocnémio, coracao e cérebro, de maneira especifica para cada tecido.

De maneira geral, os resultados mostraram que o efeito do exercicio sobre a

atividade antioxidante enziméatica é comprometida com o congelamento do gastrocnémio,
coracdo e cérebro.



Tabela 3. Efeito de uma sessdo de exercicio maximo e do tempo de congelamento na atividade da catalase no gastrocnémio e coragéo.

Gastrocnémio Coracdo
CON EX CON EX
TO 1,69 £ 0,52 4,34 + 2,59* 1,64 +£0,75 3,14 +1,97*
T1 0,39 +0,20° 0,75+0,33" 0,69 +0,21° 0,55 +0,22°
T2 0,51 £0,35" 0,52 +0,18 0,78 £0,17° 0,71+0,11°
T3 0,35+0,13" 0,46 +0,15° 0,66 +0,18° 0,64 +0,09°

Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo e representam a atividade da catalase em AE/min/mg proteina. TO = a fresco, T1= 1 més de congelamento, T2 = 3 meses de
congelamento, T3 = 6 meses de congelamento, CON = controle, EX = exercicio. *Efeito do exercicio. *Efeito do congelamento, em um mesmo grupo, comparado a TO. Anova

two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey (intragrupo e efeito principal do congelamento) e Sidak (intergrupo).

Tabela 4. Efeito de uma sessdo de exercicio maximo e do tempo de congelamento na atividade da superéxido dismutase no gastrocnémio, coragao e cérebro.

Gastrocnémio Coragéo Cérebro
CON EX CON EX CON EX
TO 3,08+1,98 8,64 + 3,66* 19,05 + 3,03 23,88 + 3,51* 12,24 + 3,36 18,56 + 3,70*
T1 2,20+ 1,46 2,90 +1,43° 13,26 + 3,57° 17,56 + 3,40** 14,34 £ 2,51 19,55 # 3,46*
T2 2,24 + 0,89 2,32 +0,82° 5,84%1,04*° 5,45 + 2,07*° 6,93+1,59°" 4,01+1,18*2°
T3 1,26 £ 0,61 1,88 +0,94° 7,01+3,72*° 8,04+2,54%° 6,67+1,91%° 5,71+0,72*°

Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo e representam a atividade da superdxido dismutase em U/mg proteina. TO = a fresco, T1= 1 més de congelamento, T2 =
3 meses de congelamento, T3 = 6 meses de congelamento, CON = controle, EX = exercicio. *Efeito do exercicio.* ® Efeito do congelamento, em um mesmo grupo,

comparado a TO (%) ou T1 (°). Anova two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey (intragrupo e efeito principal do congelamento) e Sidak (intergrupo).
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Na Tabela 5 estdo representados os efeitos de uma sessdo de exercicio maximo e
do tempo de congelamento na capacidade antioxidante total dos tecidos em avaliagdo. A
capacidade antioxidante total, medida pelo método FRAP, do gastrocnémio, coracao e cérebro
foi menor nos animais exercitados (p < 0,0001, efeito principal do exercicio) comparados aos
controles, independente do tempo de congelamento da amostra. Houve interacdo entre o
congelamento e o efeito do exercicio nas amostras de coracdo (p < 0,0001) e cérebro (p=
0,0486). No gastrocnémio ndo foi observado efeito do tempo de congelamento na capacidade
antioxidante total (p = 0,65). Ja no coracdo e no cérebro a capacidade antioxidante total foi
menor nas amostras avaliadas em 6 meses (p < 0,0001, T3 versus T0) e 3 meses (p < 0,05,T2
versus TO) de congelamento, respectivamente, independente da condicdo experimental.
Apesar do efeito do congelamento nestes tecidos, a capacidade antioxidante total no coracéo e
cérebro dos animais exercitados foi menor comparado ao controle.

Esses resultados mostram que o congelamento da amostra ndo compromete
avaliacéo do efeito do exercicio maximo na capacidade antioxidante total ndo enzimatica do

gastrocnémio, coracao e cérebro.
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Tabela 5. Efeito de uma sessdo de exercicio maximo e do tempo de congelamento na capacidade antioxidante total pelo método FRAP no gastrocnémio, coragéo e
cérebro.

Gastrocnémio Coracdo Cérebro
CON EX CON EX CON EX
TO 0,94 + 0,26 0,49 £ 0,22* 2,54 +£0,59 1,12 £ 0,35* 9,24 + 2,39 479 +2.21*
T1 0,93+0,16 0,49 +0,07* 2,60 + 0,38 1,36 £ 0,20* 8,12+ 2,08 4,41 +1,35*
T2 0,99+0,33 0,56 +0,15* 2,49+0,31 1,22 £ 0,19* 8,23 +2,68 3,16 + 0,83*
T3 0,95 +0,29 0,53 £0,11* 1,13 +£0,18%"¢ 0,68+0,11*2"° 5,63 + 1,26%"° 2,97 +0,68*°

Os valores estdo expressos em média + desvio padrao e representam a concentracdo de yM FeSO,/ mg de proteina. TO = a fresco, T1= 1 més de congelamento, T2 = 3 meses
de congelamento, T3 = 6 meses de congelamento, CON = controle, EX = exercicio. *Efeito do exercicio.* ™ ¢ Efeito do congelamento, em um mesmo grupo, comparado a TO
@), T1 (°) ou T2 (°). Anova two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey (intragrupo e efeito principal do congelamento) e Sidak (intergrupo).
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6 DISCUSSAO

Esse estudo avaliou o efeito do tempo de congelamento da amostra na
quantificacdo de biomarcadores de estado redox no gastrocnémio, coracdo e cérebro de
camundongos swiss submetidos a uma sessdo de exercicio maximo. Esse é o primeiro estudo a
investigar o efeito do tempo de congelamento em parametros redox de tecidos de animais em
situacdo de desequilibrio redox. O exercicio méximo promoveu, como esperado, alteragdo do
estado redox dos tecidos avaliados a fresco, evidenciado pelo aumento dos biomarcadores de
dano oxidativo (TBARS e derivados carbonilicos em proteinas), acompanhado pelo aumento
da atividade da SOD e CAT e diminuicdo da capacidade antioxidante total. O tempo de
congelamento das amostras interferiu no efeito do exercicio sobre a peroxidacéo lipidica e na
atividade das enzimas antioxidantes e o efeito do congelamento mostrou-se dependente do
parametro redox e do tecido avaliados (Tabela 6).



Tabela 6. Efeito do tempo de congelamento na quantificacdo de biomarcadores de estado redox no gastrocnémio, coracdo e cérebro na resposta ao exercicio maximo.

TBARS Derivados carbonilicos CAT SOD FRAP
em Proteinas
Gast.  Cor. Cer. Gast. Cor. Cer. Gast. Cor. Gast. Cor. Cer. Gast. Cor. Cer.
™o - - - - - t t t - - - - -
T - i T - - - t t i T f - - -
LT S : - - t t t -

TO = a fresco, T1= 1 més de congelamento, T2 = 3 meses de congelamento, T3 = 6 meses de congelamento. Gast. = Gastrocnémio, Cor. = Coragdo, Cer =
Cérebro. (1) = interferéncia do congelamento na resposta ao exercicio maximo, (-) = auséncia de efeito do congelamento.
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O protocolo de exercicio maximo resultou em peroxidacdo lipidica no
gastrocnémio, coragdo e cérebro, quando analisados a fresco. O gastrocnémio foi o tecido
com maior dano lipidico apds o exercicio (aumento percentual de 122% da concentracdo de
MDA em relacdo ao controle), sequido pelo coracdo (61%) e cerebro (58%). O aumento
acentuado do fluxo sanguineo no mdusculo esquelético pode justificar o aumento da
peroxidagdo lipidica pela ativacdo de varios sistemas geradores de ERO dentre eles o
mecanismo de isquemia no exercicio maximo. No coracdo, durante 0 exercicio maximo o
fluxo sanguineo pode aumentar de 4 a 5 vezes, 0 que também contribui 0 aumento das
concentracdes de MDA pela ativacédo de sistemas geradores de ERO, no entanto 0 mecanismo
de isquemia e reperfusdo nesse tecido pode ter menor contribuicdo, ja que o coragdo tem
baixa concentracdo de xantina desidrogenase (EVANS, GRIFFITHS e LUNEC, 1997; JI,
2000). Enquanto no cérebro, que no estado basal ja apresenta maior concentracdo de MDA
em relacdo ao coracdo e ao musculo esquelético, como mostrado em nossos resultados, o
moderado aumento do fluxo sanguineo durante o exercicio é suficiente para contribuir com o
aumento das concentracdes de MDA devido a vulnerabilidade desse tecido a acdo oxidativa
das ERO, pela sua alta taxa de substratos facilmente oxidaveis e quantidade de lipideos
(ADIBHATLA e HATCHER, 2007; RADAK, CHUNG e GOTO, 2007; SOMANI e
HUSAIN, 2000).

As concentragdes de MDA no gastrocnémio, coracdo e cérebro nao se mantiveram
estaveis apos o congelamento e, consequentemente, o efeito do exercicio sobre a peroxidagédo
lipidica ndo foi observado nas amostras congeladas. Esse efeito, porém, foi tempo e tecido
especifico. O gastrocnémio foi o tecido que mostrou maior estabilidade da concentracdo de
MDA com o tempo de congelamento, sendo que o efeito do exercicio ndo foi observado
apenas depois do terceiro més de estocagem da amostra a -80 °C. J& o coracdo e 0 cérebro
permaneceram viaveis para determinacdo do efeito do exercicio somente até o primeiro més
de congelamento. Essa diferenca na estabilidade do marcador de peroxidacgdo lipidica entre o
gastrocnémio, que apresentou maior resposta ao exercicio maximo, e os outros tecidos pode
estar relacionada a alguma caracteristica intrinseca desse tecido, que reduz a taxa de
degradacéo do analito.

A estabilidade do MDA foi estudada por Siu et al. (1982). O MDA (3 x 10 mM)
foi incubado com homogenato de figado de ratos Wistar e/ou mitocondrias isoladas, a 37° C,
sob agitacdo continua por 2 horas. Ap6s 70 min de incubacdo, 50% do MDA foi convertido

em uma forma ndo reativa com o TBA. Foi mostrado que o MDA pode ser oxidado
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completamente a dioxido de carbono ou ser metabolizado pela enzima aldeido desidrogenase,
além de reagir com grupos aminos e sulfidrilas de proteinas e, assim, diminuir sua reatividade
com o TBA. E possivel entdo que os resultados observados no presente estudo sejam
decorrentes da degradacdo do MDA nas amostras congeladas, por oxidacdo do mesmo ou por
acdo da aldeido desidrogenase. O MDA pode sofrer oxidagdo, mesmo que as reacdes sejam
lentificadas pelo congelamento (PARK et al. 1998; CROWE et al, 1990). As reagdes de
oxidacdo podem ocorrer durante o periodo de armazenamento em baixas temperaturas quando
ha altas concentracdes de catalisadores, como o ferro (AYALA, MUNOZ e ARGUELLES,
2014). Da mesma forma, a enzima aldeido desidrogenase, mesmo que com suas taxas de
reacdo muito baixas e possiveis alteragdes conformacionais desencadeadas pelo gelo (MORE,
DANIEL e PETACH, 1995), pode degradar esse produto da peroxidacdo lipidica. Ja a reacdo
do MDA com grupos sulfidrilicos e aminos, pode ter tido uma menor contribuicdo para 0s
resultados observados nesse estudo, uma vez que a técnica aqui empregada ocorre em em
meio &cido, e, nessa condicdo, complexos MDA-proteinas sdo hidrolisados e liberam 0 MDA
para a reagcdo com o TBA.

Ha apenas um relato na literatura que relaciona o tempo de congelamento da
amostra com a estabilidade do MDA. Kumar et al., (2012) avaliaram a concentracdo de MDA
em plasma de mulheres gravidas em suplementacdo oral de ferro congeladas a -20 °C por
periodo que variou de 1-708 dias, pelo método de TBARS. Os autores observaram maior
estabilidade das concentracfes de MDA nas amostras testadas nas primeiras 3 semanas apos 0
congelamento depois desse periodo houve aumento consideravel da concentracdo desse
biomarcador. Os resultados mostraram que as flutuacdes dos valores de concentracdo de
MDA foram minimas nos primeiros 28 dias de congelamento e, posterior a isso, aumentaram
até 200 dias de armazenamento. Apds esse periodo, a taxa de mudanca das concentracdes de
MDA desacelerou e se manteve até 708 dias de congelamento. Esses resultados, porém, nao
podem ser comparados aos deste estudo, pois se trata de plasma, em que o0 analito em questao
estd em solucdo, e além disso, as amostras foram estocadas a -20 °C, fatores estes que
sabidamente interferem nas medidas (ASGHAR, 1988; MORE, DANIEL e PETACH, 1995).
Outro fator importante desse estudo desenvolvido por Kumar et al. é que esses autores ndo
tinham como objetivo inicial avaliar o efeito do tempo de congelamento nas concentracfes de

MDA, mas por problemas logisticos mantiveram as amostras estocadas por mais tempo que 0
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previsto o que faz com que esse estudo tenha uma importante limitagéo, que é a auséncia da
medida a fresco da amostra.

O outro biomarcador de dano oxidativo avaliado nesse estudo foi a formacéo de
derivados carbonilicos nas proteinas em resposta ao exercicio maximo. No gastrocnémio e
cérebro a concentracdo de proteinas com derivados carbonilicos aumentou em resposta ao
exercicio maximo, o que ndo foi observado no coragdo. O cérebro mostrou-se muito sensivel
ao dano oxidativo em proteinas ap0s o exercicio, tendo aumento de 268% do biomarcador em
relacdo ao controle, enquanto no gastrocnémio o aumento foi de 119%. Além das
concentracOes basais de derivados carbonilicos no cérebro superarem as do gastrocnémio e do
coragdo, o aumento do dano a proteinas observado nesse tecido pode ser resultado da grande
quantidade de ferro livre. A catalise por metal é um dos principais fatores que contribuem
com a formacdo de derivados carbonilicos na cadeia lateral das proteinas, o que pode tornar
esse tecido mais suscetivel ao dano em proteinas que os outros (STADTMAN e LEVINE,
2000). Tratando-se do gastrocnémio, este mostrou baixa concentragdo basal de derivados
carbonilicos nas proteinas. No entanto, o grande aumento da atividade metabdlica desse
tecido em resposta ao exercicio maximo contribuiu para 0 aumento da carbonilacdo de
proteinas, mas de forma bem menos pronunciada que no cérebro, devido a caracteristicas
intrinsecas de cada um desses tecidos, como o contelido de ferro livre. Nesse modelo de
exercicio de baixo impacto, hd pouca ruptura de proteinas contendo ferro que possa catalisar
formacdo de grupos carbonilicos no gastrocnémio (JENKINS, KRAUSE e SCHOFIELD,
1993; LUI et al, 2000).

A presenga de derivados carbonilicos nas proteinas leva a agregacao destas, para
minimizar sua interacdo com o ambiente aquoso, o0 que pode ser favorecido também pela
formacédo de gelo, e ainda a maior concentracdo de proteinas danificadas favorece a formacéo
de agregados (JUNG, HOH e GRUNE, 2014). A formacéo dos agregados pode diminuir a
eficiéncia do ensaio de quantificacdo do produto de dano oxidativo a proteinas em questdo,
por diminuir a quantidade de grupos carbonilicos acessiveis para a reacdo com a 2,4-
dinitrofenilhidrazina. No cérebro parece haver, a fresco, uma maior quantidade de proteinas
com dano oxidativo, isso somado ao congelamento pode explicar a reducdo desse marcador
nesse tecido. Isso também demonstra e reforca a contribuicdo de caracteristicas intrinsecas

dos diferentes tecidos para a estabilidade dos marcadores em estudo.
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O congelamento do cérebro, gastrocnémio e coragdo ndo teve impacto na
avaliacéo de derivados carbonilicos em proteinas induzida pelo exercicio maximo, apesar da
reducdo deste marcador em amostras de cérebro de animas exercitados que foram
armazenadas em -80 °C por 3 meses ou mais e do aumento da concentracdo de derivados
carbonilicos em proteinas no coragdo armazenado por tempo igual ou superior a 3 meses. A
carbonilacdo é uma forma irreversivel de modificacdo de proteinas e tem sido mostrado que
esse marcador é muito estavel, quando comparado a produtos da peroxidacdo lipidica
(GRUNE, REINHECKEL e DAVIES, 1996; WEBER, DAVIES e GRUNE, 2015). Esse
achado é de extrema relevancia prética, pois demonstra, nos tecidos e na condigdo
experimental em questdo, que o marcador tem grande estabilidade e assim, quando a amostra
ndo puder ser analisada a fresco, o seu congelamento a -80 °C por até seis meses nio ira
comprometer o resultado do estudo.

Tratando-se da resposta da capacidade antioxidante enzimatica dos tecidos ao
exercicio maximo, este promoveu aumento da atividade da CAT e SOD em todos os tecidos
avaliados. Essa resposta pode ser devido ao aumento da concentra¢do dos substratos dessas
enzimas, como indicado pelo aumento da peroxidacdo lipidica e do dano oxidativo as
proteinas observados.

A atividade da CAT no tecido fresco aumentou com o exercicio no gastrocnémio
e no coracgdo, como ja observado em outros estudos (BARRETO et al, 2012 e SOMANI et al.,
1995). O aumento foi de 157% no gastrocnémio e 91% no coracdo, em relacdo ao controle. A
CAT teve sua atividade catalitica comprometida com o congelamento e consequentemente, a
resposta ao exercicio nao foi mais observada nas amostras ap6s 1 més de congelamento.
Estudos mostram que a atividade da CAT é criticamente comprometida com o congelamento,
e que os mecanismos envolvidos podem estar relacionados a desnaturacdo irreversivel da
enzima por formacao de cristais de gelo. Shikama e Yamazaki, (1961) observaram reducao da
atividade de CAT de homogenato de figado de boi, em 20%, em amostras congeladas por 10
minutos entre -6 °C e -75 °C e descongeladas a 25 °C. Esses autores justificaram a reducédo da
atividade da enzima pela formacdo de uma critica regido de temperatura que leva a
desnaturacdo da enzima por um processo de transi¢do de cristais de gelo. Fishbein e Winkert
(1978) também observaram perda da atividade da CAT, utilizando enzima purificada de
figado, quando a enzima em solugdo foi submetida a uma taxa de congelamento de 1 a 25

°C/min. os autores observaram que baixas taxas de resfriamento podem aumentar a acidez do
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meio ou aumentar a solubilidade da enzima sem diluir significativamente os solutos tdxicos,
ao contrario do que ocorre em altas taxas de resfriamento, ou congelamento répido. Os
autores propuseram que a inativacdo da CAT ¢é irreversivel, associado a desnaturacgéo,
decorrente da formacdo de cristais de gelo, e ndo por queda da temperatura. Isso foi
sustentado por Chang et al., (1983), no trabalho sobre seccéo de tecidos para microscopia
eletronica e avaliagdo dos efeitos estruturais do congelamento. Os autores observaram que 0s
cristais de CAT utilizados no estudo definem, de forma exclusiva, a orientacdo dos cristais de
gelo hexagonais que crescem neles, e dessa forma a estrutura da enzima € alterada. Além de
tudo isso, baixas concentragcdes de CAT, tal como observada no coragéo e gastrocnémio, tém
relacdo com a diminuigdo da estabilidade da enzima durante o congelamento (FISHBEIN e
WINKERT, 1979, WANG et al., 2010).

Poucos estudos foram realizados para avaliar especificamente o efeito do tempo
congelamento na estabilidade de enzimas antioxidantes em amostras bioldgicas.
Recentemente, Bortolin et al. (2016) investigaram o efeito da temperatura e do tempo de
armazenamento sobre a atividade da CAT em amostras integras de cérebro de ratos. As
amostras foram congeladas a -80 °C por 60 dias. O estudo ndo mostrou alteracdo na atividade
da CAT no cérebro ao congelamento por 2 meses a -80°C, enquanto no presente estudo ndo
foi encontrada atividade detectdvel de CAT pelo método utilizado. Diferentemente desse
estudo, Bortolin et al. investigaram o efeito do congelamento em amostras apenas em
condicdes redox basais.

Jung et al, (1993) avaliaram o efeito da estocagem a -70 °C por 28 dias na
atividade da CAT em figado e rim de ratos, armazenados integros. No rim e no figado a
atividade da CAT foi reduzida nas amostras estocadas a -70 °C por 28 dias. O estudo mostrou
qgue a sensibilidade da CAT ao congelamento foi a mesma nos tecidos avaliados. Os
resultados apresentados no presente estudo reforcam esses achados e mostram que a atividade
da CAT é rapidamente perdida também no gastrocnémio, coragdo e cérebro congelados por
30 dias a -80 °C, de maneira ndo especifica para esses tecidos. Nesse contexto, a mensuragéo
da CAT deve ser preferencialmente realizada a fresco.

O gastrocnémio dos animais exercitados foi o tecido que apresentou maior
aumento da atividade da SOD, de 180% em relacdo ao controle, enquanto no cérebro e no
coracdo essa reposta ao exercicio foi de 51% e 25%, respectivamente. A atividade basal de

SOD é muito baixa no musculo esquelético de ratos, sendo a menor entre 0s trés tecidos
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estudados (GRANKVIST, MARKLUND e TALJEDAL, 1981), como mostrado em nossos
resultados. O maior aumento da atividade da SOD no gastrocnémio pode se justificar pelo
aumento da concentracdo de anion superdxido mais pronunciado nesse tecido, em resposta ao
exercicio (JI, 1994). Como mostrado em nossos resultados o coracdo é o tecido, dentre 0s
investigados nesse trabalho, com maior atividade basal de SOD total (GRANKVIST,
MARKLUND e TALJEDAL, 1981), o que pode explicar neste tecido o aumento menos
pronunciado da atividade da SOD, comparado aos outros tecidos, ap0s 0 exercicio maximo

O congelamento afetou a resposta da SOD ao exercicio maximo em todos 0s
tecidos em avaliacdo, mas o gastrocnémio foi o mais suscetivel ao efeito do congelamento. A
precoce deteriorizagdo da atividade da SOD no gastrocnémio pode ser decorrente de uma
menor concentracao dessa enzima, sugerida pela menor atividade basal comparada aos outros
tecidos, pois a concentracdo enzimatica parece ter uma relacdo indireta com o dano por
congelamento (FISHBEIN e WINKERT, 1979, WANG, NEMA e TEAGARDEM, 2010).
Entretanto, com o aumento do tempo de congelamento pode ter ocorrido desnaturagcdo e
consequente inativacdo dessas enzimas por proteases ou ainda formacéo de pontes dissulfetos
intermoleculares que levam a perda da atividade (CROWE et al., 1990; WANG, NEMA e
TEAGARDEM, 2010), o que pode ter contribuido para a reducdo da atividade da SOD e
alteracdo do efeito do exercicio em 1 més de congelamento no gastrocnémio e em 3 meses no
coracdo e cérebro.

Outro fator também muito importante que pode contribuir para a diferenca na
estabilidade enzimatica nos tecidos € a concentracdo de lipidio, que no coracdo e
principalmente no cérebro, sdo muito maiores que no musculo esquelético (ADIBHATLA e
HATCHER, 2007, NIKOLAIDIS, PETRIDOU e MOUGIOS, 2006). Como relatado por
diversos autores, ambientes mais apolares parecem contribuir para a estabilidade enzimatica,
por reduzir o risco de desdobramento da enzima, favorecendo a integridade molecular
(JAENICK et al.,1990; KAUL e MATTIASSON,1993; ECHLIN, 2013).

Bortolin et al. (2016) também investigaram o efeito da temperatura e do tempo de
armazenamento sobre a atividade da SOD em amostras integras de cérebro de ratos,
congeladas a -80 °C por 60 dias. Os resultados mostraram que o congelamento por 2 meses
ndo alterou a atividade da SOD no cérebro intacto, 0 que, em conjunto com 0S NOSSOS
achados, sugere que estes marcadores sdo estaveis no cérebro congelado a -80 °C por tempo

menor ou igual a dois meses.
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No estudo de Jung et al., (1993) também foi avaliado o efeito da estocagem a -70
°C por 28 dias na atividade da SOD em figado e rim de ratos, armazenados integros. A
atividade da SOD foi reduzida apds o congelamento apenas no rim. Esses autores concluiram
que a estabilidade da SOD ao tempo de congelamento depende do tecido em analise. Dessa
forma, os resultados do presente estudo em conjunto com esses achados reforcam que o
congelamento compromete a mensuragdo da SOD de maneira especifica para os tecidos e,
mais uma vez, caracteristicas intrinsecas dos tecidos parecem se relacionar a estabilidade do
analito.

Quanto a capacidade antioxidante ndo enzimatica do gastrocnémio, coracdo e
cérebro, analisada pelo método de reducéo do ferro, o exercicio maximo reduziu a capacidade
antioxidante ndo enzimatica desses tecidos, provavelmente pelo aumento da producdo de
ERO (DEKKERS et al., 1996; JI, 1994; RADAK et al., 2001). O ensaio FRAP mensura a
capacidade de reducdo do ferro pelos antioxidantes ndo enzimaticos presentes na amostra,
incluindo acido Urico e acido ascorbico, dentre outros presentes em menores concentragoes.
No coracdo, 0 conteldo antioxidantes ndo enzimaticos é cerca de 2 a 3 vezes maior em
relacdo ao musculo esquelético (JI, 2000), e essa diferenca de concentracdo entre os tecidos
pode ser observada em nossos resultados. De acordo com os resultados, o cérebro possui alta
concentracdo de antioxidantes ndo enzimaticos, varias vezes maior que no gastrocnémio e
algumas vezes superior a do coragdo. Esse maior conteldo de antioxidantes ndo enzimaticos
no cérebro pode ser um mecanismo para compensar a sua baixa atividade antioxidante
enzimatica e ja foi demonstrado que os antioxidantes ndo enzimaticos tem papel chave no
cerebro para evitar lesdes oxidativas (FREI, 1991).

A reducdo da capacidade antioxidante total ndo enzimatica no gastrocnémio,
coracdo e cérebro em resposta ao exercicio maximo nao foi alterada com o congelamento das
amostras, embora tenha ocorrido diminuicdo da capacidade antioxidante das amostras de
cérebro e coracdo apds 3 e 6 meses de congelamento, respectivamente. Portanto, a analise da
capacidade antioxidante total ndo enzimatica, medida pelo método FRAP, possui boa
estabilidade para a andlise de situacdes de desequilibrio redox, como o exercicio maximo, ndo
alterando o efeito com o congelamento em qualquer um dos tecidos. Assim, caso seja
necessario congelar a amostra, este € um bom marcador para ser avaliado, assegurando a

confiabilidade dos resultados do estudo.
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Firuzi et al. (2007) avaliaram o efeito da estocagem de amostras de plasma a -70
°C por 1, 7 e 30 dias em biomarcadores de estado redox de individuos saudaveis. Eles ndo
viram alterac6es significativas na capacidade antioxidante total ndo enzimatica, medida pelo
método FRAP, apds 1 més de congelamento. Os resultados do presente estudo, em conjunto
com os resultados de Firuzi e colegas, mostram que a capacidade antioxidante total ndo
enzimatica, mensurada por FRAP, é estavel ao congelamento em outros tecidos, além do
plasma.

Os resultados aqui apresentados mostraram que o efeito do congelamento, em
alguns biomarcadores, se manifestou mais precocemente nos tecidos do grupo exercitado em
relagdo aqueles do grupo controle. A interagdo entre o congelamento e o efeito do exercicio,
observada em todos os biomarcadores, pode ser decorrente das alteracdes fisiologicas sofridas
pelos tecidos sob a condicdo de exercicio maximo, que alteraram ndo apenas a homeostase
redox, mas também de diversos outros componentes, incluindo alteracdo de homeostase
metabdlica e ibnica. O exercicio maximo leva, ainda, a desidratacdo, aumento da temperatura
interna, inclusive do cérebro, e deplecdo de substratos (FULLER, CARTER e MITCHELL,
1998; MONTAIN e COYLE, 1992), o que pode ter contribuido para alteracdes importantes
nos tecidos dos animais exercitados e, consequentemente para o efeito do congelamento
especificamente sobre as amostras nessa condi¢éo.

E importante ressaltar alguns pontos desse estudo que contribuem para determinar
que nossos achados estdo, predominantemente, relacionados aos efeitos do congelamento nas
amostras e ndo a outras condicbes pré-analiticas. As amostras foram cuidadosamente
seccionadas em quatro partes iguais e submetidas a congelamento réapido e foram
descongeladas apenas no momento dos ensaios. O congelamento das amostras integras, € nao
em solucdo, foi escolhido, a fim de minimizar alteracdo de pH e consequente cristalizacdo
seletiva, formacdo de interface gelo-agua e cristalizacdo eutética, fendbmenos estes que podem
afetar a estabilidade dos analitos em questdo. Além disso, muitas proteinas ndo tém
estabilidade de armazenamento a longo prazo quando em solucéo (CAO et al., 2002; FAHY e
WOWK, 2015; MURASE e FRANKS, 1989; WANG et al., 2010; PARK et al., 1998). Além
de ndo terem sido estocadas em solucéo, as amostras foram divididas, sob baixa temperatura,
em apenas quatro fatias, necessarias aos experimentos. Quanto maior o fracionamento da
amostra, bem como varios ciclos de congelamento e descongelamento, maior a probabilidade

de ocorrer protedlise artefatual, j& que proteases poderdo ter contato com compartimentos
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celulares que sdo normalmente mantidos separados in vivo e, consequentemente, ocasionar a
degradagdo da amostra e perda de sua utilidade analitica (ERICSSON, FRANZEN E
NISTER, 2006). Uma vez que a atividade proteolitica s6 é cessada abaixo do ponto de
congelamento da amostra, cuidados com o processamento devem ser tomados antes do
armazenamento, para que ndo haja maiores erros analiticos em decorréncia da presenca de
proteases livres (BORGES et al., 2014). Dessa forma, no presente estudo buscou-se
minimizar qualquer erro pré-analitico comum da manipulacdo de amostras para que todas as
alteracbes observadas e descritas ao longo do tempo de armazenamento fossem, em sua
maioria, decorrentes do processo de congelamento e ndo por problemas no preparo das
amostras.

Assim, podemos observar, de maneira geral, que biomarcadores de estado redox
podem ter sua estabilidade comprometida pelo congelamento da amostra, dependendo do
estado redox, do tecido avaliado e do tempo de armazenamento. ISso representa um grande
problema do ponto de vista da pesquisa cientifica, uma vez que o congelamento de amostras €
uma pratica comum. A deteccdo e/ou quantificacdo dos biomarcadores em questdo é
certamente um elemento importante para avancos nos estudos da fisiologia do exercicio, bem

como de doencas associadas a alteragdes de condic¢Oes redox.
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7 CONCLUSAO

Na avaliacdo do efeito do exercicio maximo sobre o estado redox a escolha dos
biomarcadores a serem investigados deve considerar o tecido em avaliacdo e o tempo previsto

para a estocagem da amostra.
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