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EFEITO PROTETOR DA COENZIMA Q10 SOBRE OS DANOS OXIDATIVOS DA L-
TIROXINA NO MUSCULO SOLEO DE RATOS

RESUMO: Os musculos esqueléticos sao tecidos dindmicos que podem alterar suas
caracteristicas fenotipicas proporcionando melhor adaptacdo funcional com estimulos
variados. A habilidade de adaptacdo do tecido muscular durante o crescimento e
exercicio é dependente de mudancas qualitativas e quantitativas na expressao induzida
pelos diversos estimulos. A L-tiroxina € um hormdnio produzido pela glandula tireoide e
tem sido utilizada como modelo experimental para estimulacdo de estresse oxidativo no
musculo esquelético. A Coenzima Q10 (CoQ10) é uma provitamina lipossoluvel
sintetizada endogenamente e naturalmente encontrada em alimentos como a carne
vermelha, peixes, cereais, brocolis e espinafre. Apresenta propriedade antioxidante e
potencial no tratamento de doengas degenerativas e neuromusculares. No presente
trabalho foi avaliado o efeito protetor da CoQ10 no musculo séleo frente aos danos
provocados pela L- tiroxina. Os ratos foram distribuidos em quatro Grupos de seis
animais cada: Grupo 1 (G1, controle); Grupo 2 (G2, coenzima Q10); Grupo 3 (G3, L-
tiroxina) e Grupo 4 (G4, coenzima Q10 e L-tiroxina). Apos a eutanasia, o sangue dos
animais foi colhido e foi analisada a atividade sérica das enzimas creatina quinase (CK)
e aspartato aminotransferase (AST). No homogenato do musculo séleo foram avaliados
fatores relacionados ao estresse oxidativo. A CoQ10 protegeu o musculo soleo e
favoreceu a manutencao da atividade das enzimas antioxidantes glutationa redutase e
glutationa peroxidase, da concentragdo de glutationa reduzida e oxidada, além de
evitar a lipoperoxidacdo. Os resultados indicam que a CoQ10 protege o musculo séleo

de ratos dos danos oxidativos provocados pela L-tiroxina.

Palavras-chave: antioxidantes musculo esquelético, tiroxina ubiquinona, ,
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PROTECTIVE EFFECT OF COENZYME Q10 ON OXIDATIVE DAMAGE OF L-
THYROXINE IN RAT SOLEUS MUSCLE

ABSTRACT:Skeletal muscles are dynamic tissues that can alter their phenotypic
characteristics providing better functional adaptation to different stimulus.The hability to
adapt the muscle tissue during growth and exercise is dependent on qualitative and
quantitative changes in expression induced by various stimuli. L-thyroxine is a hormone
produced by the thyroid gland and has been used as an experimental model for
stimulation of oxidative stress in skeletal muscle.CoQ10 is a fat-soluble provitamin
endogenously synthesized and naturally found in foods like red meat, fish, grains,
broccoli and spinach.Features antioxidant properties and potential in the treatment of
degenerative diseases and neuromuscular diseases.The present study evaluated the
protective effect of CoQ10 in the soleus muscle against damage caused by L-thyroxine
.The rats were divided in to four groups of six animals each: Group 1(G1, Control);
Group 2(G2 , coenzyme Q10); Group 3 (G3, L-thyroxine) and Group 4 (G4, coenzyme
Q10 and L -thyroxine) .After euthanasia, blood was collected and serum was analyzed
activity of the enzymes creatine kinase (CK) and aspartate aminotransferase (AST).In
the soleus muscle homogenate factors related to oxidative stress were evaluated.
CoQ10 protected the soleus muscle and favored the maintenance of the antioxidant
enzymes glutathione reductase and glutathione peroxidase, the concentration of
reduced and oxidized glutathione, and prevent lipid peroxidation. The results indicate

that CoQ10 protects rat soleus muscle from oxidative damage caused by L- thyroxine .

Keywords: , antioxidants skeletal muscle, , thyroxine ubiquinone
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1 INTRODUGAO

Os musculos esqueléticos adultos sdo compostos de varios tipos de fibras,
sendo caracterizados por diferengas quanto ao tipo de contragdo e classificados em
dois grandes grupos, lento ou de contragdo lenta (tipo 1) e rapido ou de contragéo
rapida (tipo Il) (LEFEUVRE et al.1996). Musculos posturais como, por exemplo, o
sbleo, possuem maior proporgéo de fibras tipo |, oxidativas e resistentes a fadiga,
enquanto os musculos envolvidos em atividades rapidas e que exigem for¢a, como por
exemplo, o biceps braquial, possuem maior quantidade de fibras tipo Il, altamente
fadigaveis (GOLDSPINK, 2005).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo formadas durante o metabolismo
normal, por processos enzimaticos, e nao enzimaticos, e, continuamente, causam
danos oxidativos a lipidios, proteinas e acidos nucléicos celulares (HALLIWEL;
GUTTERIDGE, 1989). Para se protegerem contra a oxidagdo, os organismos contam
com mecanismos quimicos e enzimaticos (YU, 1994). O exercicio fisico € uma
condicdo que exerce influéncia sobre o balango entre ataque oxidativo e mecanismo de
defesa antioxidante, condicdo conhecida como estresse oxidativo, uma vez que
durante o exercicio fisico ocorrem varias reagdes quimicas que implicam na formagéao
de ERO (SEN et al., 2001)

A tiroxina (T4) € um horménio produzido pela glandula tireoide que age no
figado, rim, coragao, sistema nervoso e no musculo esquelético, sensibilizando esses
tecidos a adrenalina e estimulando a respiragao celular, o consumo de oxigénio e a
taxa metabdlica. A aceleracdo do metabolismo estimulada pela tiroxina provoca
aumento na producao de calor. O que é de suma importancia na termorregulagao de
muitos vertebrados (AIRES, 2008). A elevacédo do metabolismo basal e do consumo de
oxigénio ocasionada pela alta produgcao de tiroxina, conhecida como hipertireoidismo,
predispde a célula a produzir espécies reativas de oxigénio (ASAYAMA et al., 1987),
podendo ser utilizada como modelo experimental para estimulacdo de estresse
oxidativo no musculo esquelético (SEYMEN et al., 2004; ).
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O exercicio fisico induz aumento de até 20 vezes no volume de oxigénio total
consumido ( VO2) (ASTRAND; RODAHL, 1986). Assumindo que cerca de 2 a 5% do O3
consumido da origem a espécies reativas de oxigénio (ERO), esse aumento no
consumo de oxigénio induzido pelo exercicio fisico esta associado a um aumento na
producéo de tais espécies (JENKINS; GOLDFARB, 1993). A alta producdo de ERO é
responsavel por varias acgdes deletérias, tais como aumento nos niveis de peroxidacao
de lipidios de membranas (ALESSIO, 1993), aumento na carbonilagédo de proteinas e
até danos ao DNA intracelular (RADAK et al., 1999), o que em ultima instancia altera e

prejudica o metabolismo intracelular,

A Coenzima Q10 (CoQ10) possui varias fungbes bioquimicas nas células
(CRANE, 2001), sendo a principal aquela exercida pela sua forma quinona, a qual
transfere elétrons na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial dos complexos | e Il
para o complexo lll, processo durante o qual prétons sdao bombeados para o espaco
intermembranar gerando assim um gradiente eletroquimico transmembrana usado na
fosforilagao oxidativa (ERNSTER; DALLNER, 1995). A forma quinol da CoQ10 age
como um potente antioxidante na membrana mitocondrial interna. Ela inibe a
lipoperoxidacdo, ou por apresentar um efeito sequestrante de radicais livres, ou
reduzindo o radical a-tocoferoxil a a-tocoferol (KAGAN et al., 1990; LASS; SOHAL,
1998). A CoQ10 tem sido utilizada como suplemento dietético e em conjunto com
medicamentos em varias situagdes, incluindo doencas cardiovasculares, cancer,
doencgas neuromusculares degenerativas e diabetes (KUMAR et al., 2009; VILLALBA et
al., 2010; EL-SHEIKH et al., 2012).

Portanto, neste trabalho foi avaliado o efeito protetor da Coenzima Q10 sobre o
estresse oxidativo provocado no musculo séleo de ratos pela L-tiroxina e os

mecanismos envolvidos.

1.2 Hipotese

A Coenzima Q10 previne o estresse oxidativo induzido pela L-tiroxina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Muasculo

Os musculos esqueléticos sédo tecidos dinamicos que podem alterar suas
caracteristicas fenotipicas, proporcionando melhor adaptacao funcional com estimulos
variados (CAPITANIO et al., 2006). A habilidade de adaptagdo do tecido muscular
durante o crescimento pds-natal e o exercicio é dependente de mudangas qualitativas
e quantitativas na expressdo génica induzida pelos diversos estimulos, e essa
adaptacado envolve seletivamente a inducdo ou repressdo da expressao de
subconjuntos de genes (GOLDSPINK, 1999; 2005). Estimulos mecanicos influenciam a
expressdo génica no musculo e em outros tipos celulares, incluindo fibroblastose
osteoblastos. A adaptagao com relagdo a massa muscular é regulada tanto de forma
local como sistémica, entretanto, quando o musculo é exercitado, somente ele se torna
hipertréfico e ndo todos os musculos do corpo.

O musculo séleo tem sido utilizado para estudo das alteracbes oxidativas por
predominarem, em sua constituicdo, as fibras tipo | (91%), sendo considerado um
modelo sensivel ao estresse oxidativo.(POLI FIQUEIREDO et al., 2005; BADHWAR et
al., 2003)

A contracdo esquelética e cardiaca resulta da interagdo entre a actina e a
miosina (ponte cruzada), de forma ciclica, na qual a energia quimica obtida a partir da
hidrolise de ATP é convertida em trabalho mecéanico, forgca e encurtamento. Os
mecanismos da atividade ATPasica da miosina e actomiosina tém sido extensivamente
estudados in vitro e in situ em fibras musculares esqueléticas.(EISEMBERG, 1981;
CAMMARATO et al., 2008)

Dentre os importantes fatores determinantes das caracteristicas fenotipicas
musculares, encontram-se o tipo de inervagao, atuacdo de hormodnios, atividade
contratil (GOLDSPINK, 2006) e condicdo de alongamento (GUNNING; HARDEMAN,
1991).
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Com o avango cada vez maior das técnicas e conhecimentos nas areas de
biologia celular e tecidual, genética e saude, grandes beneficios e facilidades s&o
proporcionados ao estudo das adaptacbes e alteragdes musculares em treinamento
fisico, particularmente em relacdo a expressao de proteinas musculares, como a
miosina, envolvidas na contragcdo muscular e que garantem a especificidade desse
processo. Esse aumento ndo se faz sentir apenas no musculo esquelético, sendo
observavel em muitos outros érgados e tecidos. Uma das origens celulares dessa
formagcdo exagerada de Espécies Reativas de Oxigénio( ERO) durante a atividade
fisica parece ser mitocondrial (ASCENSAO et al., 2005; DI MEO; TONKONOGI;
SAHLIN, 2002; VENDITTI, 2001).

2.2.1 Espécies reativas de oxigénio (ERO) e estresse oxidativo

A oxidacado é parte fundamental da vida aerdbica e do metabolismo animal e,
assim, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncao
biolégica. Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos
atomos de oxigénio sdo denominados espécies reativas de oxigénio (ERO) (Figura 1).
No organismo, encontram-se envolvidos na produgao de energia, fagocitose, regulacao
do crescimento celular, sinalizagao intercelular e sintese de substancias biologicas
importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a
peroxidagcdo dos lipidios de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das
membranas, as enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS, 2006).

Espécies Reativas

Radicais Livres

Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s)

Superdxido (O,*)

Hidroxila (OH")
Hidroperoxila (HO,*)
Peroxila (RO,*)

Alcoxila (RO*)

Carbonato (CO,")

Diéxido de Carbono (CO,*)
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FIGURA 1- Classificagdo e nomenclatura das espécies reativas de oxigénio
(BARREIROS, 2006)

Radical livre refere-se, portanto, a um atomo ou molécula altamente reativa que
tenha um elétron desemparelhado em sua ultima camada eletronica. As espécies nao
radicais s&o agentes oxidantes e podem se converter em radicais livres. Todo radical
livre € uma espécie reativa, mas nem toda espécie reativa € um radical livre
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

As ERO podem ser derivadas de fontes exdégenas ou produzidas
endogenamente como consequéncia normal das fungbes celulares, por diversas
enzimas que utilizam o oxigénio (O2) como substrato (FINKEL; HOLBROOK, 2000;
FINKEL, 2003) da excitagcdo do O, para formar oxigénio singleto ('O.) ou da redugao
do O, nas mitocéndrias, pela citocromo oxidase (caa3) — que catalisa a transferéncia
de um, dois e trés elétrons — originando, respectivamente, radical superéxido (O),
peroxido de hidrogénio (H,O) e radical hidroxila (OH") (ANTUNES NETO; PAULA,
2011).

As mitocondrias sdo importantes fontes de O, e, como a presencga deste anion-
radical pode causar sérios danos, elas sao ricas em superoxido dismutase (SOD) que o
converte em peroxido de hidrogénio (H20;). O perdxido de hidrogénio isoladamente é
praticamente inécuo, porém pode se difundir facilmente através das membranas
celulares como, por ex., a membrana do nucleo. Devido ao fato da célula possuir
metais de transi¢do, ocorre geragdo do radical OH" em seu interior (reagcdo de Fenton,
Figura 2) (BARREIROS, 2006).

Fe* + H,0, «—> Fe® + OH + OH’

FIGURA 2- Reagéao de Fenton (BARREIROS, 2006).
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O radical OH" é formado no organismo principalmente por dois mecanismos:
reacado de H,O, com metais de transicdo e homolise da agua por exposigao a radiagao
ionizante e € o mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-vida muito curta
dificiilmente pode ser sequestrado in vivo. Este radical frequentemente ataca as
moléculas por abstragdo de hidrogénio e por adicdo a insaturagdes (BARREIROS,
2006).

Por serem extremamente reativas, niveis elevados ou sustentados de ERO
podem causar danos graves ao DNA (delegbes, mutagdes e translocagdes; além de
oxidagdo de filamentos), as proteinas (modificagdes locais especificas nos
aminoacidos, fragmentagdo da corrente do peptideo e aumento da susceptibilidade da
protedlise) e aos lipidios (alteragcbes em propriedades de membranas bioldgicas)
(ANTUNES NETO; PAULA, 2011).

A fim de minimizar os efeitos das ERO, organismos aerdbios desenvolveram
mecanismos de defesa antioxidante (FINKEL, 2003; SCANDALIOS, 2005).
Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em concentragdes mais
baixas que a do substrato oxidavel, é capaz de atrasar ou inibir significativamente a
oxidagdo do mesmo (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 1994). Para tanto, previnem a
formacdo destas espécies; interceptam-nas assim que formadas; reparam o dano
oxidativo ocasionado por elas; aumentam a eliminagcdo das moléculas danificadas e
aumentam a eliminagdo também das nao excessivamente danificadas, para minimizar
a formacao de mutacdes (GUTTERIDGE, 1995).

O estresse oxidativo, portanto, resulta do desequilibrio entre o sistema pro e
antioxidante, com predominio dos oxidantes, com dano consequente (RIBEIRO et al.,
2005).
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2.2.2 Sistema de defesa antioxidante

O surgimento do oxigénio na atmosfera, ao longo dos periodos evolucionarios,
trouxe como consequéncia a sua toxicidade, ja que seus metabdlitos sdo muito
reativos. Ha afirmacbes que em consequéncia disso, alguns organismos morreram,
alguns escolheram processos de obtencdo de energia diferentes (anaerobiose) e
outros, considerados oportunistas, utilizam o oxigénio para extrair mais energia dos
nutrientes, em decorréncia de seu alto potencial eletroquimico e tiveram que se adaptar

para se defenderem dos efeitos deletérios do oxigénio (RIBEIRO et al., 2005)

Assim, segundo Ribeiro et al. (2005), a formagdo enddégena de ERO & uma

consequéncia indiscutivel do metabolismo aerdbio.

Para defender-se da toxicidade das ERO, o organismo apresenta mecanismo
de defesa, em dois niveis distintos (RIBEIRO et al., 2005):

1.  Prevencéao da formagao de ERO;

2. Eliminacédo de ERO formadas.

2.2.3 Prevengao da formagao de ERO

Segundo Sies (1993), a prevencao da formagao da espécie reativa de oxigénio inclui
mecanismos antioxidantes. Citam-se exemplos: restricdo de spin do oxigénio, o que
diminui sua reatividade com biomoléculas, o transporte de oxigénio na forma ligada e
nao livre, a quelagdo de metais durante transporte e armazenamento, evitando a
ocorréncia da reacao de Fenton, a eficiéncia da cadeia de transporte de elétrons na

mitocdndria que mantém a formacao de ERO em nivel controlado.

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

sistema de defesa antioxidante esta dividido em enzimatico e ndo enzimatico.
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O sistema antioxidante enzimatico inclui as enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx), de
modo que o organismo mantém as concentracbes de espécies reativas de oxigénio
dentro dos limites fisiolégicos (RIBEIRO et al., 2005).

A catalase desempenha importante papel na eliminagdo do H,O,, promovendo a

sua catalise até agua.

CAT
H,O,+ H,Op; ———» O, + 2H,0

FIGURA 3- Agéo da enzima catalase (RIBEIRO et al., 2005).

A glutationa redutase € uma flavoproteina dependente de NAD(P)H e da
integridade da via das pentoses. E a enzima necessaria para manter a glutationa em
sua forma reduzida e, possivelmente, para controlar o estado redox de NADP em
tecidos onde GSSG esta disponivel. A recuperagcdo de GSH por GR é uma etapa
essencial para manter integro o sistema de protecdo celular, pois, baixas
concentragbes de GSH estdo associadas ao estresse oxidativo (VASCONCELOS,
2007).

Como citado por Ribeiro et al. (2005) a manutencédo de niveis adequados de
GSH ¢ feita a custa da atividade da glutationa redutase, a qual utiliza equivalentes
redutores do NADPH para manter a glutationa na forma reduzida, como substrato para

glutationa peroxidase.
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2H,0 GSSG NADPH <—— Via das pentoses (CITOSOL)
e
Gpx Gr Transidrogenase (mitocondria)
H,0, GSH NADP+

Gr = glutationa redutase GSH = glutationa reduzida
Gpx = glutationa peroxidase GSSG = glutationa oxidada

FIGURA 4- Sistema antioxidante enzimatico (RIBEIRO, 2005).

Assim, Ribeiro et al. (2005) citam ainda, a atuagao eficiente de GPx exige um
sistema enzimatico sequencial que envolve glutationa redutase e as enzimas que

mantem niveis de NAD(P)H, nos compartimentos citosadlicos.

Dessa forma, tanto a CAT quanto a GPx evitam o acumulo de radical superoxido
e de perdxido de hidrogénio para que nao haja produgédo de radical hidroxil, contra o

qual ndo existe sistema enzimatico de defesa (RIBEIRO et al., 2005).

O sistema n&o enzimatico inclui compostos sintetizados pelo organismo humano
como bilirrubina, ceruloplasmina, hormdnios sexuais, melatonina, coenzima Q10, acido
urico (SCHNEIDER, 2004). Além disso, diversos estudos ja comprovaram que
antioxidantes exogenos, obtidos dos alimentos, s&o essenciais para a resisténcia ao
estresse oxidativo. Esses antioxidantes sdo obtidos, sobretudo de produtos de origem
vegetal: compostos fendlicos, vitamina E, vitamina C e carotenoides (LAGUERRE et
al., 2007).

2.2.4 Danos oxidativos causados pelas ERO e Peroxidacgao Lipidica

As ERO podem causar danos a todos os tipos de biomoléculas, incluindo DNA,
proteinas e lipidios (peroxidagdao dos lipideos). O alvo celular primario pode variar,
dependendo na célula, do tipo de estresse imposto e quéo severo é esse estresse
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2004; NORDBERG; ARNER, 2001).

A peroxidagao de lipidios é definida como “a deterioragdo oxidativa de lipidios
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poli-insaturados”. Acidos graxos poli-insaturados sdo aqueles que contém duas ou mais
duplas ligagbes carbono-carbono (H,C=CH,). Os acidos graxos poli-insaturados séo,
devido a suas multiplas duplas ligagdes, excelentes alvos para o ataque de radicais
livres (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2004; NORDBERG; ARNER, 2001).

A peroxidacao de lipideos € uma reagao em cadeia, representada pelas etapas
de iniciagdo, propagacao e terminacéo. Estas etapas estdo apresentadas nas reagdes
seguintes (Figura 5), onde L representa o lipidio (GARDES-ALBERT et al., 1991). A
fase de iniciacdo representa o inicio da peroxidagdo, na qual o acido graxo
poliinsaturado sofre o ataque de uma espécie que é suficientemente reativa, como o
radical hidroxila (OH®), para abstrair um atomo de hidrogénio (H) de um grupo metileno
(-CH3-), formando um radical centrado em carbono (-°CH-). Este radical sofre um
rearranjo molecular formando um produto mais estavel, o dieno conjugado, ou seja,
duas duplas ligacbes intercaladas por uma ligagdo simples (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1994). Em meio aerdbico, o radical inicialmente formado combina-se
com o oxigénio formando o radical peroxila (LOQ®), o qual pode abstrair atomos de
hidrogénio de moléculas lipidicas, gerando novos radicais peroxila e lipoperdxidos
promovendo a etapa de propagacado. A reacdo do radical peroxila com o atomo de
hidrogénio abstraido gera um acumulo de hidroperdxidos lipidicos (LOOH), que podem
destruir a estrutura e fungdo da membrana (WELCH et al., 2002). O processo de
terminacao consiste na aniquilagdo dos radicais formados originando produtos nao
radicalares (GARDNER, 1989; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

LH + OH’ (ou LO") > L+ H,O (ou LOH) Iniciacdo

L'+ O, > LOO’ Propagagao
LH + LOO’ > L'+ LOOH Propagacgao
LOO  +L° > LOOL Terminagao

FIGURA 5- Etapas da peroxidacao lipidica
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A peroxidagao de lipoproteinas de baixa densidade de LDL contribui para a
aterosclerose. As HDL(colesterol) s&o lipoproteinas de alta densidade, que removem o
excesso de colesterol dos tecidos periféricos para o figado, sendo considerado um
agente que previne a aterosclerose. No entanto as HDL também podem sofrer
lipoperoxidagcado (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).

A concentracdo dos produtos de fluidos biologicos e tecidos tém sido
estudados extensivamente como potenciais biomarcadores do estresse oxidativo in
vivo (DALLE-DONNE et al., 2006; LEE et al., 2008; YOSHIDA et al., 2008). Muitos
estudos mostram a associacdo existente entre o aumento do estresse oxidativo e a
peroxidagéo lipidica e o surgimento de doengas cronicas (BASU, 2008; DALLE-DONNE
et al., 2006; LEE et al., 2009). Portanto, a lipoperoxidagao in vivo pode ser relacionada
como mecanismo subjacente no processo de envelhecimento e no desenvolvimento de

diversas doencas crénicas.

2.2.5 Coenzima Q10

Em 1957, Frederick Crane e sua equipe descobriram, na mitocéndria do coragao
de boi, a Coenzima Q10, também conhecida como ubiquinona (PRAKASH et al., 2010).
Depois de descoberta foi isolada e conseguiu obter a informagdo completa acerca da
sua estrutura quimica e também acerca da sua sintese. Esse composto € uma quinona,
semelhante a uma vitamina, € lipossoluvel e um po cristalino na sua forma pura.(
BHAGAVAN; CHOPRA, 2007).

A CoQ10 pode ser obtida por duas vias: por via exdgena, pela injestdo de
alimentos ou por via endogena, pelo ciclo de mevalonato.

Os alimentos que contém CoQ10 sdo soja, améndoas, nozes, vegetais verdes
como espinafre (LITARRU, 1994), carnes, aves e brocolis (ELLIN et al; KUMAR et al,
2009)

O ciclo do mevalonato, tem como substrato inicial a acetil-CoA e prossegue com a
producdo do mevalonato e outros intermediarios que, para além de ter o colesterol
como produto final, tem a CoQ10 e o dolicol( GOLDSTEIN et al., 2010), sendo esse
ultimo muito importante na glicosilagao proteica.( LITARRU, 1994).
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2.2.6 L-Tiroxina

S&o hormoénios hidrofobicos que circulam ligadas a proteinas plasmaticas
carreadoras, principalmente a a-globulina de ligagao da tiroxina (MURATA et a., 1986).
Embora haja evidéncias de acgdes extra nucleares (membrana plasmatica e
mitocdndrias) dos hormoénios tireoidianos , o que estd comprovado € a sua agao
nuclear, desencadeada pela ocupagédo de receptores nucleares que exibem grande
afinidade pelo T3, ativando a transcricdo génica e promovendo, assim, a sintese de

proteinas especificas, como fatores de crescimento, hormdénios.(STERLING, 1979).

Os hormbnios tireoidianos desempenham um papel central na diferenciacao,
desenvolvimento e metabolismo de energia. No hipertireocidismo devido ao
metabolismo oxidativo acelerado nos mitocondria, ha produgao de espécies reativa de
oxigénio (ERO). Estd bem estabelecido que a peroxidagdo induzida ocorre
principalmente na membrana celular, eventualmente, leva a uma perda.
Os hormdnios da tiredide tém marcado efeitos sobre o musculo esquelético. Eles apds
a expressdao do gene e isoforma, e este modificar as caracteristicas contrateis e

metabdlicas do tecido.

2.2.7 Exercicio Fisico e Estresse Oxidativo

O exercicio fisico induz aumento de até 20 vezes no volume de oxigénio total
consumido ( ASTRAND; RODAHL, 1986). Assumindo que cerca de 2 a 5% do O2
consumido da origem a espécies reativas de oxigénio (ERO) esse aumento no
consumo de oxigénio induzido pelo exercicio fisico esta associado a um aumento na
producao de tais espécies (JENKINS; GOLDFARB, 1993). A alta producédo de ERO é
responsavel por varias agdes deletérias, tais como aumento nos niveis de peroxidagao
de lipideos de membrana (ALESSIO, 1993), aumento na carbonilagao de proteinas e
até danos ao DNA intracelular (RADAK, et al; 1999), o que em ultima instancia altera e
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prejudica o metabolismo intracelular, podendo inclusive ocasionar morte celular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

O desempenho de jogadores de futebol vem sendo melhorado nas ultimas
décadas. A distancia percorrida em média durante uma partida aumentou em mais de
50%, comparada com o que se observava na década de 70 (BANGSBO, 1994). Esta
melhora se deu, provavelmente, pelo desenvolvimento e intensificagdo das cargas de
treinamento fisico aplicado aos atletas de futebol ao longo destes anos. A intensidade
do treinamento fisico esta diretamente relacionada com os niveis de producao de
EROs (ALESSIO, et al 1988) e também com a adaptacédo das enzimas antioxidantes
(POWERS et al., 1994; SMOLKA et al; 2000). Desta forma, niveis eficientes de defesa
antioxidante e consequentemente baixos niveis de estresse oxidativo sdo desejados
como resposta adaptativa a um treinamento eficiente, o que evitaria ao maximo a
instalacdo de processos de fadiga. Essa resposta poderia manter os niveis de
desempenho pouco alterados, bem como evitar o aparecimento de lesbes musculares

ocasionadas por este tipo de estresse ao longo da temporada competitiva.

3 OBJETIVO

o Objetivo Geral

Avaliar o efeito protetor da Coenzima Q10 sobre os danos

oxidativos induzidos no musculo soéleo de ratos
o Objetivos Especificos
° Induzir danos musculares através da L-tiroxina
° Induzir o estresse oxidativo através da L-tiroxina

. Avaliar o efeito antioxidante da Coenzima Q10
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4 MATERIAL E METODOS

Para tanto, foram avaliados os seguintes parametros bioquimicos: atividade das
enzimas Creatina Quinase (CK) e aspartato aminotransferase (AST) no soro
sanguineo; atividade das enzimas glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase
(GPx), concentracdo de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), e

lipoperoxidagdo no homogenato do musculo séleo de rato.

4.1 Reagentes
A L-tiroxina e a Coenzima Q10 foram adquiridas da empresa Pharma Nostra

Comercial Ltda.

4.2 Avaliagao ética
A Comissédo de Etica em Uso de Animais (CEUA) do Campus da Unesp de
Dracena certificou que os procedimentos utilizando animais estdo de acordo com os

“Principios Eticos na Experimentacdo Animal” (Protocolo n°. 35/2012).

4.3 Animais e tratamento

Ratos Wistar machos de aproximadamente 200 g, provenientes do Biotério
Central da Unesp (Campus de Botucatu), ficaram alojados no Biotério do Campus de
Dracena, em numero de 6 animais por caixa, com cobertura metalica e serragem de
madeira. As caixas plasticas, com dimensbdes (CxLxA) 41x34x16 cm, foram
armazenadas sob temperatura controlada de aproximadamente 22°C. Os animais
receberam alimento e agua ad libitum e foram divididos em quatro grupos de seis
animais de acordo com cada tratamento, por 30 dias: Grupo 1 (G1, controle), recebeu
apenas o veiculo da L-tiroxina e 6leo de milho (via intraperitoneal); Grupo 2 (G2),
recebeu o veiculo da L-tiroxina e Coenzima Q10 (10 mg/kg de peso vivo, de acordo
com (EL-SHEIKH et al; 2012) dissolvida em 6leo de milho (via oral por gavagem);
Grupo 3 (G3), recebeu a L-tiroxina (0, 3 mg/kg de peso vivo, de acordo com (AHMED et

al., 2006) dissolvida em NaOH 0, 01 M, e posteriormente diluida 10 vezes em soro
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fisiologico estéril; Grupo 4 (G4), recebeu a Coenzima Q10 (via oral) e L-tiroxina (via
intraperitoneal).

A Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) do Campus da Unesp de
Dracena certificou que os procedimentos utilizando animais estdo de acordo com os

“Principios Eticos na Experimentacdo Animal” (Protocolo n°. 35/2012).

4.4 Analises bioquimicas

Apods os 30 dias de tratamento os animais foram eutanasiados por decapitacao e
foram avaliados os seguintes parametros bioquimicos: atividade das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e creatina quinase (CK) no soro sanguineo; atividade das
enzimas glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx), concentragdo de
glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG), além da peroxidagdo dos

lipideos de membrana no homogenato de musculo séleo.

4.5 Andlise das enzimas séricas indicadoras de les6es musculares

O sangue dos animais foi colhido individualmente em tubos tipo “Falcon” de 15
mL e mantidos a temperatura ambiente por 15 minutos para coagulagéo. O soro foi
separado por centrifugagado, com velocidade de 3000 rpm por 15 minutos mantidos em
gelo a 4C. A atividade sérica das enzimas indicadoras de lesdes musculares (AST e
CK) foi dosada por meio de kits comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil) de acordo

com as instrugdes do fabricante.

4.6 Preparagao do homogenato de musculo séleo

ApoOs a eutanasia, o musculo s6leo dos animais foi retirado e colocado em um
béquer com 1, 0 mL de meio contendo sacarose 250 mM, EGTA 1 mM e HEPES 10
mM com pH 7, 2 a 4°C, onde foi cortado com tesoura e transferido para um tubo de
ensaio com o uso de mais 1, 0 mL do meio. O musculo picotado foi levado para um
homogeneizador do tipo Turrax e homogeneizado 3 vezes por 15 s com intervalos de 1

minuto.
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A determinacgdo de proteina no homogenato do meio da reagéo do biureto, de
acordo com Cain e Skilleter (1987) usando-se albumina de soro bovino (BSA) como

padréo.

4.7 Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da enzima GPx foi determinada de acordo com o método de
Hafeman et al., 1974 com algumas modificagdes. Em cubeta de quartzo de volume de
4 mL foram adicionados, 1 mL de tampao fosfato de sddio 0, 1 mM, pH 7, 6, contendo
EDTA 0, 5 mM, 10 pL de triton X-100 a 10%, homogenato do musculo sdéleo (1 mg de
proteina), 5 yL de GSH 100 mM e 20 yL de NADPH 10 mM. Ap6s 1 minuto de
incubacgéo, foram adicionados 10 uL de H,O, 25 mM e a variagdo da absorvancia foi
determinada no comprimento de onda de 340 nm em um espectrofotbmetro Beckman-
Coulter modelo DU-800 (Fullerton, CA, USA). Os dados foram expressos em U/mg de

proteina.

4.8 Atividade da enzima glutationa redutase (GR)

A atividade da enzima GR foi determinada de acordo com o método de Carlberg;
Mannervick, 1975 com algumas modificagcdes. Em cubeta de quartzo de volume de 4
mL foram adicionados, 1 mL de tampéao fosfato de sddio 0, 1 mM, pH 7, 6, contendo
EDTA 0, 5 mM, 10 pL de triton X-100 a 10%, homogenato do musculo séleo (1 mg de
proteina) e 10 yL de GSSG 100 mM. Em seguida as amostras foram incubadas a 30°C
por 5 minutos. Logo apds foram adicionados 10 yL de NADPH 10 mM e a variagao da
absorvancia foi determinada no comprimento de onda de 340 nm em um
espectrofotometro Beckman-Coulter modelo DU-800 (Fullerton, CA, USA). Os dados

foram expressos em U/mg de proteina.

4.9 Determinagdo da concentragcao de glutationa reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG)

A determinacgao da concentragcao de GSH e GSSG no homogenato de musculo
s6leo dos animais foi realizada de acordo com Hissin e Hilf (1976). Em tubos do tipo
“‘eppendorf” de 2 mL, foram adicionados o homogenato (1 mg de proteina), meio
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contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM e HEPES-KOH 10 mM, pH 7, 4 para completar
1 mL e apdés uma leve homegeneizacdo foram adicionados 500 uyL de acido
tricloroacético 13%. A mistura foi agitada e centrifugada a 9000 g por 3 min. Para a
dosagem de GSH, em tubos de ensaio de 5 mL foram adicionados 1800 pL de tampao
contendo NaH,PO40, 1 M, pH 8, 0, com EDTA 5 mM, 100 pyL do sobrenadante obtido
da centrifugacdo e 100 yL de OPT (o-ftalaldeido) 1 mg/mL. Em seguida os tubos foram
agitados e mantidos por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. Foi efetuada a
leitura em espectrofluorimetro RFPC 5301 (Shimadzu, Japdo) com comprimento de
onda de 350 e 420 nm para emissao e excitacado, respectivamente, com abertura de
fenda 3 em ambos os casos.

Para a dosagem de GSSG, 250 yL do sobrenadante inicial foram tratados com
250 pL de N-etilmaleimida (NEM) 0, 04 M e submetidos ao mesmo procedimento de
mistura com o OPT descrito anteriormente. As concentragdes de GSH e GSSG foram

estimadas por meio de uma curva padréao.
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4.10 Avaliacao da peroxidacao de lipideos de membrana

A peroxidacao de lipideos de membrana foi determinada utilizando o método do
TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) de acordo com Ohkawa et al.,
1979. Para tanto, o homogenato do musculo séleo (5 mg de proteina) foi colocado em
tubo de ensaio e foram adicionados 0, 2 mL de SDS (8, 1%), 1, 5 mL de acido acético
(20%), 1, 5 mL de TBA (solugcéo aquosa a 0, 67%), o volume foi completado até 4 mL
com agua deionizada (milli-Q) e a mistura colocada em banho-maria a 95°C por 60 min.
Ap0bs o periodo de incubagdo os tubos foram retirados e resfriados em banho de gelo e
adicionado 1 mL de agua milli-Q e o complexo MDA-TBA extraido com 5 mL de n-
butanol. Em seguida os tubos foram centrifugados a 2000 g por 10 minutos, a parte
organica foi coletada e a absorvancia medida a 535 nm. A concentragdo de
malondialdeido (MDA) foi determinada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de

1,56 x 10° M cm™. Os dados foram expressos em nmol/mg de proteina.

4.11 Andlise estatistica

A significancia estatistica dos dados experimentais foi determinada pelo teste de
analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey,
sendo considerados estatisticamente significantes resultados com valores de P<0, 05.
As analises foram realizadas aplicando o programa GraphPad Prism, versao 4.0 para
Windows, GraphPad Software (San Diego, CA, USA 03/04/2003).

5 RESULTADOS
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5.1 Analise da atividade sérica das enzimas creatina quinase (CK) e aspartato
aminotransferase (AST)

O tratamento com L-tiroxina (G3) promoveu um aumento significativo na
atividade sérica das enzimas CK e AST (Figuras 1A e 1B, respectivamente) em relagéo
ao controle (G1), as quais foram utilizadas como parametro de lesdo muscular. A
comparacgao entre os Grupos 3 e 4 mostra que o tratamento com a Coenzima Q10
protegeu 0 musculo soleo dos danos provocados pela L-tiroxina conforme observado
pela diminuic&o significativa da liberagao das enzimas (G4).

750+

500+

250+

Atividade da CK
(U/L)

Atividade da AST
(U/L)
g

G1 G2 G3 G4

FIGURA 6. Atividade das enzimas CK e AST sobre o dano muscular induzido pela L-tiroxina avaliado pela
liberagdo das enzimas creatina quinase (CK) e aspartato aminotransferase (AST) no soro de ratosf. Os resultados
representam a média + EPM de 6 animais por grupo. G1 = controle; G2 = controle CoQ10; G3 = L-tiroxina; G4 = L-

tiroxina + CoQ10. *Significativamente diferente do controle (G1) e (G2) (P<0, 05). *Significativamente diferente do
tratado com L-tiroxina (G3) (P<0, 05).
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5.2 Andlise da atividade das enzimas Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa
Redutase (GR) no homogenato de musculo séleo

A andlise da atividade das enzimas GPx e GR no homogenato de musculo
sbéleo (Figuras 2A e 2B, respectivamente) demonstrou que houve uma redugdo
significativa no Grupo tratado com a L-tiroxina (G3) em relacdo ao controle (G1). O
tratamento dos animais com a Coenzima Q10 protegeu contra o efeito provocado pela

L-tiroxina sobre as enzimas (G4).
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FIGURA 7- Efeito protetor da Coenzima Q10 (CoQ10) sobre a diminuigdo da atividade da enzimas Glutationa
Peroxidase (GPx) e Glutationa Redutase (GR) induzida pela L-tiroxina no homogenato de musculo séleo de ratos.
Os resultados representam a média + EPM de 6 animais por grupo. G1 = controle; G2 = controle CoQ10; G3 = L-
tiroxina; G4 = L-tiroxina + CoQ10. *, **Significativamente diferente do controle (G1) e (G2) (*P<0, 05 e **P<0, 01). *
*Significativamente diferente do tratado com L-tiroxina (G3) (*P<0, 05 e #P<0, 01).



37

5.3 Concentragao de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) no

homogenato de musculo séleo

O tratamento dos animais com a L-tiroxina (G3) promoveu uma redugéo
significativa na concentragdo de GSH no homogenato de musculo soleo em relagéo ao
Grupo controle (Figura 3A). O tratamento dos animais com a Coenzima Q10 protegeu o
musculo contra o efeito da L-tiroxina (G4). Ao mesmo tempo, observou-se um aumento
na concentragdo de GSSG no homogenato de musculo séleo dos animais tratados com
L-tiroxina (G3) indicando que essa substancia induziu a oxidagdo da glutationa
presente no musculo (Figura 3B). O tratamento dos animais com a Coenzima Q10

também protegeu o musculo contra o efeito da L-tiroxina (G4).
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FIGURA 8- Efeito da Coenzima Q10 sobre a variagdo na concentragdo de GSH e GSSG induzida pela L-tiroxina no

homogenato de musculo séleo de ratos. Os resultados representam a média + EPM de 6 animais por grupo. G1 =

controle; G2 = controle CoQ10; G3 = L-tiroxina; G4 = L-tiroxina + CoQ10. *, ***Significativamente diferente do

controle (G1) (*P<0, 05 e ***P<0, 001). * ## Sjgnificativamente diferente do tratado com L-tiroxina (G3) (*P < 0, 05 e #
P <0, 001).

5.4 Oxidacao dos lipideos de membrana no homogenato de musculo séleo

A oxidagao dos lipideos de membrana do homogenato de musculo soleo foi
avaliada por meio da produgdo do malondialdeido (MDA). Em relagdo a concentragao
de MDA, os resultados demonstram que o tratamento com L-tiroxina (G3) estimulou
significativamente o aumento na produgdo desse composto em relagdo ao Grupo
controle (G1), indicando que houve peroxidagao dos lipideos de membrana (Figura 4).
O tratamento com a Coenzima Q10 protegeu o musculo contra os danos oxidativos

provocados pela L-tiroxina (G4).
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FIGURA 9- Efeito protetor da Coenzima Q10 (CoQ10) sobre o aumento na concentragdo de MDA induzido pela L-
tiroxina no homogenato de musculo séleo de ratos. Os resultados representam a média + EPM de 6 animais por
grupo. G1 = controle; G2 = controle CoQ10; G3 = L-tiroxina; G4 = L-tiroxina + CoQ10. *Significativamente diferente
do controle (G1) (P<0, 05). #Significativamente diferente do tratado com L-tiroxina (G3) (P<0, 05).
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6 DISCUSSAO

Estudos recentes demonstraram a importancia da CoQ10 na resisténcia do DNA
aos danos oxidativos. O interesse pela CoQ10 tem aumentado nos ultimos anos,
principalmente devido a capacidade de transferir elétrons e atuar como antioxidante
(GRONEMBERG et al., 2005; KUMAR et al., 2009). Na sua forma reduzida, a CoQ10 é
um poderoso antioxidante que previne os danos oxidativos causados pelos radicais
livres, incluindo a oxidacdo de lipidios na membrana mitocondrial. Sua atuagdo como
antioxidante também ocorre por meio da ativagdo e aumento da expressao de
proteinas mitocondriais desacopladoras, um efeito antiapoptético que resulta na
reducdo de geracdo de radicais livres (CHATURVEDI; BEAL, 2008; MARCOFF;
THOMPSOM, 2007).

O exercicio induz mudancas reversiveis na ultraestrutura do musculo esquelético,
com elevagao da permeabilidade do sarcolema e das proteinas musculares, tais como
a mioglobina, creatina quinase (CK) e a aspartato aminiotransferase (AST) que sao
liberadas na circulagdo (MCCURTCHEN et al., 1992). Sendo assim, a determinagao da
atividade sérica das duas enzimas, CK e AST, fornece uma clara indicacdo de uma
provavel lesdo tecidual (MOTTA, 2003).

Neste estudo, no Grupo tratado com a L-tiroxina os valores de AST e CK estéo
significativamente aumentados, comprovando que a substancia pode ser usada para
simular os danos musculares resultantes do exercicio, e fazendo uma comparagdo com
os Grupos tratados com e sem a CoQ10, foi possivel observar o efeito protetor da
mesma contra os danos musculares provocados pela L-tiroxina.( SAHOO et al., 2007)

Segundo Bentinger et al., 2007 a Coenzima Q10 tem como fungédo primaria
prevenir a producéo de radicais livres e a iniciagdo do processo de peroxidacao lipidica.

Fisiologicamente, o organismo pode se defender da agressdao mediada pelas
espécies reativas de oxigénio (ERO) utilizando-se das reservas de enzimas
antioxidantes, entre elas a Glutationa Peroxidase (GPx) e a Glutationa Redutase (GR),
segundo Halliwell; Gutteridge, 2007. Os resultados deste estudo mostraram uma
diminuigéo nas atividades das enzimas GPx e GR conforme observado no homogenato

de musculo séleo dos animais tratados com L-tiroxina em comparagdo com o Grupo
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controle. Esses dados estdo de acordo com Seymen et al., 2004 que relataram que o
tratamento com a L-tiroxina induz a formagdo de ERO e provoca consequentemente
uma inibicdo da atividade especifica da GPx, enzima responsavel pela conversao de
H>0, em H,0. O tratamento dos animais com a CoQ10, demonstrou um efeito protetor
da substancia, uma vez que a atividade das enzimas GPx e GR foram reestabelecidas
para valores proximos ao Grupo controle.

A glutationa reduzida (GSH) pode ser considerada um dos agentes mais
importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a leséo
resultante da exposicdo a agentes oxidantes (JORDAO JUNIOR et al., 1998). O
estresse oxidativo é caracterizado por diminuigdo nos niveis de GSH, aumentos na
glutationa oxidada (GSSG) e lipoperoxidagdo, bem como redugdo da atividade de
enzimas antioxidantes (SIES, 1986). O tratamento com a L- tiroxina induziu o estresse
oxidativo no homogenato do musculo séleo de ratos como indicado pela diminuigdo nas
concentragbes de GSH e um aumento nas concentragdes de GSSG no homogenato
analisado. Essas alteragdes encontradas no ciclo redox da glutationa no presente
estudo condizem com os encontrados por Syemen et al., 2004 no musculo esquelético
e Ahmed et al., 2006 no musculo cardiaco de ratos, os quais demonstraram uma
diminuicao significativa da GSH e aumento da GSSG em animais tratados com L-
tiroxina. Em nosso estudo, o tratamento dos animais com a CoQ10, reestabeleceu as
concentragdes de GSH e GSSG, indicando um efeito antioxidante da substancia.

De acordo com Syemen et al. (2004) a L-tiroxina estimula a geragao de
peroxidos lipidicos, e estes por sua vez promovem danos a membrana plasmatica.
Estes efeitos sdo condizentes aos apresentados neste estudo, visto que pela analise
do homogenato constatou-se que ocorreu uma elevagao na formagcdao do MDA no
homogenato de musculo s6leo dos animais tratados com a L-tiroxina, indicando a
ocorréncia da peroxidacao lipidica. Resultado semelhante foi relatado por Sahoo et al.,
2007, quando avaliaram os efeitos da L-tiroxina sobre o testiculo de ratos. No presente
estudo, o tratamento com a CoQ10 protegeu o musculo séleo contra este efeito
oxidante, o que pode estar associado ao fato da CoQ10 atuar como antioxidante
protegendo os lipidios de membrana contra o efeito oxidativo provocado pelos radicais
livres (ALLEVA, 1995; EL-SHEIKH et al., 2012; SINGH et al., 2007).
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Nossos resultados indicam que a CoQ10 protege o musculo de ratos de danos
oxidativos provocados pela L- tiroxina uma vez que ela manteve a atividade das
enzimas Glutationa Redutase e Glutationa Peroxidade e dimunuiu a lipoperoxidacao.
Essa protegédo pode estar principalmente relacionada com a atividade antioxidante da

CoQ10 e seu uso terapéutico pode ser considerado em situagdes clinicas.

7 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos neste estudo pode se concluir que a CoQ10 é
capaz de impedir os danos oxidativos provocados pea L-tiroxina no musculo séleo.
Dessa forma, pode-se sugerir o uso da CoQ10 para a suplementacdo de atletas

sujeitos a danos oxidativos provocados pelo exercicio.
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