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ABSTRACT

Studies show that exhaustive exercise prints in an imbalance between free radicals and antioxidant
defense system. One of the enzymes responsible for the defense system is catalase (CAT) which
detoxifica hydrogen peroxide in skeletal muscle avoiding possible damage. The aim of this study was to
assess the time course of response catalase in skeletal muscle of mice after an exhaustive exercise
session. They used 36 male Wistar rats with 60 days old and weighing 220-240g, kept in light / dark 12h /
12h with water and food ad libitum. The animals were divided into six groups: control group; immediately
after exercise (Oh); 6h; 12h; 24h; 48 hours after exercise. These have been adapted for two weeks on a
treadmill for 48 hours after the animals and adaptation undergo a workout. The portions of red
gastrocnemius muscle were dissected and stored in liquid nitrogen. The gene expression analysis was
performed by PCR in real time. To analyze the enzymatic activity of CAT, the cultures were placed in a
spectrophotometer at the absorbance value at 240 nm. The results were evaluated by analysis of variance
(ANOVA - oneway) and post Tukey test (p <0.05). The results showed large capacity regulation of this
antioxidant enzyme, indicating a significant increase in expression of CAT 6h after exercise (p <0.05), as
well as enzyme activity also increased by 6 hours after exercise (p <0.05) compared with the control,
concluding that in the first hour after exercise has been possible to identify a defense response in skeletal
muscle after exhaustive exercise.
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aumentou em resposta ao exercicio crénico

INTRODUGAO

A inatividade fisica € o quarto maior fator
de risco de morte para a populagado mundial
(WHO, 2014), implicando na prevaléncia nos
numeros de casos de Doengas Crénico
Degenerativas, crescendo também o numero de
estudos que sustentam e descrevem os
beneficios do exercicio fisico para promogao da
saude. (ARAUJO & ARAUJO, 2000). Estudos
evidenciam que exercicio extenuante imprime um
estresse oxidativo no organismo, decorrente de
um desequilibrio entre os radicais livres e o
sistema de defesa antioxidante, entretanto este
estado é revertido quando o organismo se adapta
e aumenta sua defesa, contribuindo para um
estado de equilibrio redox (SCHNEIDER et al.,
2009; BARBOSA et al., 2010).

Estudos apontam que a atividade da
enzima catalase no musculo esquelético
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(POWERS & JACKSON, 2008; SCHNEIDER et
al, 2009), porém pouco se sabe como esta
enzima antioxidante age apés uma sessao de
exercicio exaustivo. Dessa forma, o objetivo do
presente estudo foi analisar a resposta curso
temporal da enzima catalase no musculo
esquelético de ratos apds uma sessao exaustiva
de exercicio fisico.

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e
Exercicio

Radical livre é definido como um atomo ou
molécula com elétrons desemparelhados em sua
ultima camada de elétron, o que pode causar alta
reatividade a molécula, podendo oxidar
proteinas, lipidios de membrana e até mesmo
acidos nucleicos como DNA e RNA. (BARBOSA
et al., 2010)

Dentre as EROs produzidas na
metabolizaggéo do O:2 estdo os radicais
Superoxido, Hidroxila, Hidroperdxido, e o nao-
radicalar Peroxido de Hidrogénio (H202). O
Peréxido de Hidrogénio mesmo nao sendo um
radical, € um metabdlito deletério que pode
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transpassar camadas lipidicas, inclusive reagir
com a membrana eritrocitaria e proteinas
associadas ao Ferro, oxidando qualquer estrutura
celular ou molécula proxima. O peréxido de
hidrogénio possui meia vida longa quando
comparado com as demais EROs e sua
toxicidade aumenta drasticamente na presenca
de ferro (BIANCHI & ANTUNES, 1999;
BARBOSA et al, 2010). Quando ha um
desequilibrio entre os radicais livres e o sistema
antioxidante este fenémeno é conhecido como
estresse oxidativo, o qual pode ser gerado por
situagoes fisiolégicas e nao fisiologicas.
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007)

O organismo, na tentativa de conter os
efeitos nocivos do estresse oxidativo, libera
diversos compostos antioxidantes. O sistema
defesa antioxidante pode ser: enzimatico e nao
enzimatico. O sistema enzimatico, abordado
neste trabalho, € composto, entre outros, das
enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase
(CAT) e Glutationa Peroxidase (GPX), que
convertem as EROs em moléculas estaveis nao
oxidantes, evitando as reagées em cadeia que
dao origem aos danos oxidativos. (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007; POWERS & JACKSON,
2008; BARBOSA et al., 2010). A Catalase é uma
Hemeproteina citoplasmatica, encontrada no
sangue, medula 6ssea, mucosas, rim, figado,
aléem do musculo esquelético que atua
convertendo o Perdxido de Hidrogénio em H20 e
02.(GOODSELL,2004)

METODOLOGIA

O Projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica Para o Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Ceara — UECE sob o
numero 3145789/2014. Foram utilizados 36 ratos
machos albinos da linhagem Wistar com 60 dias
de vida e peso médio de 220-280g, obtidos do
biotério do |Instituto Superior de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Estadual do Ceara.
Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro
(12h/12h), em ambiente com temperatura
controlada entre 22 a 25°C, e com ragao e agua
ad libitum. Os animais foram divididos em seis
grupos experimentais, controle (C), eutanasiados
logo apos o exercicio (Oh), 6h, 12h, 24h e 48h.

Os animais foram ambientados, por duas
semanas, em uma esteira ergométrica para o uso
de roedores , no periodo noturno. Apos duas
semanas de adaptacao, os grupos experimentais
(exceto o grupo controle) realizaram uma sessao
de exercicio exaustivo que consistiu em etapas
de 3 minutos de corrida em carga constante, com
incrementos de 0,2 km/h entre etapas
subsequentes até a exaustdo do animal. A
exaustdo dos animais foi determinada pela

recusa do animal a corrida mesmo sob
estimulagao manual e pela perda da coordenacgao
das patas anteriores e posteriores. A eutanasia foi
feita por Didéxido de Carbono (COz) Oh, 6h, 12 h,
24h e 48horas apo6s o exercicio e porgdes do
gastrocnémio vermelho foram dissecadas e
armazenadas em  nitrogénio liquido e
posteriormente a -80 “C.

A analise quantitativa da expressao génica
foi realizada através da técnica de PCR em tempo
real utilizando o sistema Biorad CFX 96. A analise
bioquimica que avalia a atividade da enzima
antioxidante catalase (CAT) foi mensurada em
resposta a quantidade de peroéxido de hidrogénio
pelo método de AEBI (1984). Os valores da
enzima catalase foram corrigidos pelo valor da
proteina de cada amostra (U catalase/mg

proteina).
A significancia estatistica foi considerada
quando 0s resultados apresentaram

probabilidade de ocorréncia da hipotese nula
menor que 5% (p< 0,05%). Para comparacgao dos
grupos foi utilizado a Anélise de Varidncia
(ANOVA) One-way, respeitando-se as hipoteses
de normalidade de disfribuigao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados encontrados demonstram um
aumento significativo nos niveis de mRNA da
CAT em 6h (p<0,05), que seguiu aumentando
significativamente em 12 h (p<0,05), com
posteriores decréscimos significativos em 24 h
(p<0,05) e 48h apds o exercicio(p<0,05) quando
comparados com o grupo controle (Fig. 2a).
Quanto a atividade da enzima semelhantemente
houve um aumento significativo em 6 h (p<0,05)
apés a sessdo exaustiva de exercicio
permanecendo aumentado significativamente
apos 12 h (p<0,01). A partir de 24h observou-se
um decréscimo significativo na atividade
enzimatica (p<0,05), retornando aos seus niveis
basais em 48h apds o exercicio (p<0,05) (Fig.
2b). Todos os grupos foram comparados com o
controle.

No estudo de Schneider et al., (2009) foi
demonstrado uma reduga@o na atividade da CAT
em ratos treinados por natagao. Ja nos resultados
encontrados por Gul, M et al (2006) houve
diferenga significativa na atividade enzimatica
imediatamente apés o exercicio exaustivo no
musculo cardiaco de ratos, corroborando com os
dados encontrados no presente estudo. Acredita-
se que as diferentes respostas da enzima
catalase ao exercicio esta relacionada aos
diferentes tipos de protocolo de exercicio tais
como: natagao, corrida em esteira ou em roda de
atividade espontanea, exercicio crénico ou
exaustivo e ao tipo de tecido analisado.

42

Ciéncia Animal 25 (3), 2015 - Edi¢ao Especial V Animal Lab



CONCLUSOES
Concluiu-se que logo nas primeiras horas

apos o exercicio ja foi possivel identificar uma
resposta da expressao e da atividade da enzima
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catalase, sugerindo que o impacto do exercicio
fisico na atividade dessa enzima antioxidante
detoxificadora de H20: parece ser maior no
periodo de 6h a 12h apds o exercicio.
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FIGURA 2 - Expressao génica da catalase na porgao vermelha do musculo gastrocnémio (A) e a atividade
enzimatica da enzima catalase na por¢gao vermelha do musculo gastrocnémio (B). Os valores da
expressao génica e atividade enzimatica representam a média * erro padrao e expressos em unidade de
catalase por miligrama de proteina. Diferengas estatisticas significantes (p<0,05) entre os grupos sao

indicadas por * (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001).
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