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EFEITO DA CARNOSINA E DA B-ALANINA NO DANO PRODUZIDO PELO
EXERCICIO INTENSO NO MUSCULO SOLEO DE RATOS

RESUMO - O exercicio fisico intenso afeta o balanco entre ataque oxidativo e a
defesa antioxidante no musculo. A carnosina € um dipeptideo citoplasmatico
composto pelos aminoacidos B-alanina e histidina. O presente trabalho teve o
objetivo de avaliar o efeito da carnosina e do seu precursor (-alanina sobre os
danos oxidativos causados pelo exercicio fisico intenso no musculo séleo de
ratos. Ratos Wistar machos pesando entre 200 e 240 g foram divididos em 4
grupos: controle (sedentarios), exercicio, exercicio + B-alanina e exercicio +
carnosina. Os animais dos grupos submetidos ao exercicio correram em esteira
por 60 min a 25 m/min. Fatores relacionados ao dano muscular e estresse
oxidativo foram avaliados no soro sanguineo e no homogenato do musculo
s6leo. O exercicio promoveu lesdo muscular, conforme observado pelo
aumento da atividade sérica das enzimas aspartato aminotransferase e
creatina quinase, e também induziu o estresse oxidativo, observado pelo
aumento da atividade das enzimas glutationa peroxidase e redutase,
diminuicdo da concentracdo de glutationa reduzida e lipoperoxidacdo, no
musculo séleo. Apenas a carnosina manteve 0s parametros proximos aos do
grupo controle. Os resultados indicam que o tratamento prévio com carnosina
protegeu o musculo soleo de ratos contra os danos oxidativos e a consequente

leséo provocada pelo exercicio fisico intenso.

Palavras-chave: antioxidantes, enzimas, estresse oxidativo, peptideo, radicais

livres, teste de esforgo



EFFECT OF CARNOSINE AND B-ALANINE PRODUCED BY THE
INTENSE EXERCISE MUSCLE INJURY IN RATS SOLEUS

ABSTRACT - Intense physical exercise affects the balance between oxidative
damage and antioxidant defense in the muscle. Carnosine is a dipeptide
composed of the cytoplasmic (-alanine and histidine amino acids. This study
aimed to evaluate the effect of carnosine and its [B-alanine precursor of
oxidative damage caused by intense physical exercise in the soleus muscle of
rats. Male Wistar rats weighing between 200 and 240 g were divided into 4
groups: control (sedentary), exercise, exercise + [(-alanine and carnosine +
exercise. The animal groups submitted to the exercise ran on a treadmill for 60
min to 25 m / min. Factors related to muscle damage and oxidative stress were
assessed in blood serum and homogenate of the soleus muscle. The exercise
promoted muscle damage, as observed by increased serum activity of enzymes
aspartate aminotransferase and creatine kinase, and also induced oxidative
stress could be seen by the increased activity of the enzymes glutathione
peroxidase and reductase, decreased reduced glutathione concentration and
lipid peroxidation in soleus muscle. Only carnosine kept the parameters close to
those of the control group. The results indicate that pretreatment with the soleus
muscle carnosine protected mice against oxidative damage and consequent

damage caused by intense exercise.

Keywords: antioxidants, enzymes, oxidative stress, peptide, free radicals,

stress test
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Os musculos esqueléticos sao tecidos dinamicos que podem alterar
suas caracteristicas fenotipicas, proporcionando melhor adaptacédo funcional
com estimulos variados (MCKOY et al., 2005; CAPITANIO et al., 2006).

Cerca de 40% da massa corpoérea é constituida de tecido muscular, o
qual é classificado de acordo com suas caracteristicas histologicas e
fisiologicas. Tratando-se do musculo esquelético, apresenta-se ligado a 0ssos,
ligamentos, fascias ou pele (LAWRIE, 2005).

A unidade estrutural essencial de todos os musculos é a fibra. As fibras
musculares sao células longas, estreitas, multinucleadas que podem se
estender de uma extremidade do musculo a outra. Em animais saudaveis, o
didmetro da fibra muscular difere de um mdusculo para o outro e entre as
espeécies, racas e sexo (LAWRIE, 2005).

Os musculos esqueléticos sdo compostos de varios tipos de fibras,
sendo caracterizados por diferencas quanto ao tipo de contracdo e
classificados em dois grandes grupos, de contragdo lenta (tipo I) e de
contracdo rapida (tipo Il) (LEFEUVRE et al.,1996). Musculos posturais como,
por exemplo, o séleo, possuem maior proporcao de fibras tipo | oxidativas e
resistentes a fadiga, enquanto os musculos envolvidos em atividades rapidas e
que exigem forca, como por exemplo, o biceps braquial possuem maior
quantidade de fibras tipo Il, altamente fadigaveis (GOLDSPINK, 2005).

1.1 Radicais livres e espécies reativas de oxigénio

Um radical livre é definido como qualquer atomo, grupo de atomos ou
molécula com um elétron ndo pareado ocupando um orbital externo. Entre os
principais radicais livres produzidos nos sistemas biolégicos estdo o anion
superéxido (O2°) e o radical hidroxila ("OH), que sao classificados como
espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais sdo formadas durante o
metabolismo normal, por processos enzimaticos e ndo enzimaticos e,

continuamente, causam danos oxidativos a lipidios, proteinas e acidos
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nucléicos celulares (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999). Os radicais livres sao
capazes de oxidar biomoléculas como enzimas, DNA e lipidios de membrana,
causando sérios danos estruturais na célula, ocasionando seu mau
funcionamento e até a morte celular (DROGE, 2002).

Existem, entretanto, compostos tao reativos quanto os radicais livres que
nao possuem elétron ndo pareado na sua Ultima camada e, portanto, ndo
podem ser classificados como radicais livres. Entre estes se encontra outra
espécie reativa de oxigénio que é o peroxido de hidrogénio (H.O,) (DROGE,
2002)

Existem dois tipos de radicais livres: os enddgenos, que sao produzidos
pelo préprio organismo como produto de uma determinada reacdo metabdlica,
incluindo a mitocondria e a atividade de algumas enzimas como Xxantina
oxidase, e 0s exdgenos, que sdo provenientes do meio externo ao sistema

biolégico, incluindo tabaco, poluicédo do ar, dieta e radiacdo (DROGE, 2002).

1.2 Sistema antioxidante celular e estresse oxidativo

A producéo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidantes para
limitar os niveis intracelulares dessas substancias e impedir a inducdo de
danos (SIES, 1993). Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e
reducdo das lesbes causadas pelos radicais livres nas células. Uma ampla
definicdo de antioxidante é “qualquer substancia que, presente em baixas
concentracfes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacao deste substrato de maneira eficaz” (SIES; STAHL, 1995).

Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais
livres podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos ou néo
enzimaticos. Antioxidantes ndo enzimaticos sdo provenientes da alimentacao e
nao produzidos pelo organismo como a vitamina E, vitamina C, flavonoides, [3-
caroteno, proteinas do plasma, selénio, glutationa, clorofilina, L-cisteina e
curcumina. Antioxidantes enzimaticos sédo produzidos pelo préprio organismo
como a catalase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase e glutationa
redutase (SIES, 1993).
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O desequilibrio entre a formacdo e a remoc¢ado dos radicais livres no
organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddgenos ou do
aumento da geracao de espécies oxidantes, gera um estado pro-oxidante que
favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e estruturas
celulares, inclusive podendo resultar na morte celular. Este tipo de leséo
oxidativa € definida como estresse oxidativo e designa uma condi¢cdo na qual
ocorre um desequilibrio entre as concentragcbes de espécies préo e
antioxidantes (SIES, 1986).

1.3 Exercicio fisico e estresse oxidativo

Habitos de vida inapropriados, tais como, a ingestdo de alcool, fumo e
dieta inadequada; condicbes ambientais improprias, poluicdo (ELSAYED,
2001), o envelhecimento (DROGE, 2002) e o exercicio fisico realizado de
forma extrema também estdo associados ao estresse oxidativo (ELSAYED,
2001).

O exercicio fisico estd associado ao aumento da geracdo de radicais
livres principalmente devido ao aumento do consumo de VO, pelos tecidos
ativos (CAZZOLA, et al. 2003). A maior parte do oxigénio consumido € utilizado
na mitocondria para a fosforilacdo oxidativa, onde € reduzido a agua.
Entretanto, uma fracdo pequena, porém significativa do O, consumido pode
sofrer “escape” (acdo de escapar) da cadeia transportadora de elétrons e
produzir ERO (DI MEO; VENDITTI, 2001). Estima-se que entre 2% a 5% do
oxigénio utilizado pela mitocéndria sédo convertidos em radicais livres (URSO;
CLARKSON, 2003).

O aumento do consumo de oxigénio, assim como a ativacdo de vias
metabdlicas especificas durante ou ap0s o exercicio, resulta na formacéo de
ERO pelas mitocondrias, especialmente no musculo esquelético (DAVIES, et
al., 1982; ROWLANDS; DOWNEY, 2000). Estas moléculas estdo aumentadas
nos exercicios de alta intensidade (LOVLIM, 1987; EBELLING; CLARKSON,
1989) e extenuantes (JENKINS, 1988) e foram relacionadas a um grande
namero de doencas. Por outro lado, sabe-se que a atividade fisica € uma

conhecida forma de estresse e a exposicdo cronica a ela, chamada
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treinamento fisico, é capaz de disparar adaptacdes em resposta a uma maior
producao destes radicais livres.

O exercicio fisico € uma condigcédo que exerce influéncia sobre o estresse
oxidativo, uma vez que, durante o exercicio fisico, ocorrem varias reacdes
quimicas que implicam na formacéo de ERO (SEN; ROY; PACKER, 2001).

O estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico causa diferentes tipos
de resposta que parecem ter relagdo com o tipo de tecido estudado e com os

niveis de antioxidantes endogenos (LIU, et al. 2002).

Os danos associados ao estresse oxidativo induzidos pelo exercicio
intenso estdo relacionados com a diminuicdo do desempenho fisico, fadiga
muscular, danos musculares e até a sindrome do sobretreinamento (KONIG, et
al. 2001) promovendo alteragdo do sistema imune (VIDER, et al. 2001) e do
estado de treinamento dos individuos (ALESSIO, et al. 2000).

1.4 Creatina quinase

A creatina quinase (CK) foi descoberta em 1934 por Lohmann (LOPEZ,
1969), é uma enzima citoplasmatica e mitocondrial que catalisa reagbes com
transferéncia de energia: a formacdo da adenosina trifosfato (ATP) e do
difosfato de adenosina (ADP) com fosforilagdo reversivel da creatina (LOPEZ,
1969).

E encontrada principalmente na musculatura esquelética
(FERNANDES; PEDRINELLI; HERNANDEZ, 2011), mas também no musculo
cardiaco e no tecido cerebral e, em menor escala, nos pulmdes, rins entre
outros.

A creatina quinase sérica € um marcador bioguimico que caracteriza a
ruptura da membrana celular e é utilizada frequentemente como marcador de
dano muscular (WILMORE; COSTILL, 2001; FOSCHINI; PRESTES; CHARRO,
2007; MOUGIOS, 2007), determinando o estado funcional do tecido muscular
(BRANCACCIO et al., 2008).

Gonzalez e Silva (2006) relatam que a principal atividade da CK esta no
tecido muscular (esquelético e cardiaco), cuja principal funcdo é fosforilar de

forma reversivel a creatina a custa do ATP com a formacgéao de creatina fosfato
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A enzima CK pode chegar a altos indices quando ocorrem distrofias
musculares. No entanto, mesmo com um minimo de lesdo celular ja se
percebem alteracbes nos seus indices, o que a torna um indicativo importante
de adaptacdo ao exercicio. Isso porque a CK € uma enzima citoplasmatica,
sujeita a uma rapida liberacdo na circulacdo como resultado de uma pequena
lesdo (SOARES, 2004).

1.5 Aspartato aminotransferase

A aspartato aminotransferase (AST), € uma enzima que atua nha
transferéncia de grupos amina entre alfa-aminoacidos e alfa-cetoacidos sendo
por esta razdo uma aminotransferase. A AST é vastamente distribuida nos
diversos tecidos humanos, com atividades mais elevadas no musculo
esquelético, no figado e no miocéardio. Esta enzima também ¢é utilizada como
marcador de dano muscular induzido pelo exercicio (LAZARIM et al., 2009;
HAMMOUDA et al., 2012).

1.6 Glutationas e o sistema antioxidante

A glutationa € um tripeptideo (L-glutamil-L-cisteinil-glicina) presente no
organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta
ou indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo a
sintese de proteinas, metabolismo e protecao celular (MEISTER; ANDERSON,
1983). A glutationa reduzida (GSH) pode ser considerada um dos agentes mais
importantes do sistema de defesa antioxidante da célula (Figura 1),
protegendo-a contra a lesdo resultante da exposicdo a agentes oxidantes
(JORDAO JUNIOR et al.,1998).

Quanto a enzima glutationa peroxidase (GPx), esta foi descoberta por
Mills em 1959, em tecidos de mamiferos. A GPx encontra alta atividade no
figado, moderada atividade no coragdo, pulméo e cérebro, e baixa atividade
nos musculos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Na maioria dos animais, a

enzima dependente de selénio é responsavel pela maior parte da atividade da
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GPx, mas a proporcédo entre as duas formas varia muito entre as diferentes
espécies, bem como de tecido para tecido em uma mesma espécie. Em ratos,
a distribuicdo da GPx tem sido extensamente estudada e, em hepatdcitos a
GPx selénio dependente esta localizada principalmente no citosol e na matriz
mitocondrial (MANNERVIK, 1985).

Outra enzima que age conjuntamente com a glutationa peroxidase é a
enzima glutationa redutase (GR). Esta enzima n&o age diretamente na
remocao de espécies radicalares, porém, é responsavel pela regeneracédo da
glutationa a sua forma reduzida (GSH) na presenca de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), tendo como objetivo impedir a paralisagdo do
ciclo metabdlico da glutationa (MEISTER; ANDERSON, 1983).

j [GSSG NADPH «
H,0, LSH <—J NADP+
GR = glutationa redutase GSH = glutationa reduzida
GPx = glutationa peroxidase GSSG = glutationa oxidada

Figura 1. Sistema antioxidante (RIBEIRO, 2005).

1.7 Malondialdeido

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a agdo das ERO,
porém a membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacao
lipidica, que acarreta alteragbes na sua estrutura e permeabilidade
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os produtos da peroxidagdo lipidica, como o malondialdeido (MDA),
podem ser utilizados como indicadores da acdo dos radicais livres no
organismo (OZGUNER et al., 1999; DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005).
O MDA possui acdo citotoxica e genotdxica, encontrando-se em niveis
elevados em algumas patologias associadas ao estresse oxidativo
(STEGHENS et al., 2001; ANDRADE JR et al., 2005; BAGIS et al., 2005).
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1.8 Carnosina

A carnosina (Figura 2) € um dipeptideo citoplasmatico encontrado em
altas concentragfes no tecido muscular esquelético de mamiferos (SMITH et
al., 2009; BAGUET et al., 2010). Sua sintese ocorre pela acdo da enzima

carnosina sintase a partir dos aminoacidos L-histidina e B-alanina, dos quais o

altimo parece ser o precursor limitante, e € degradada pela enzima carnosinase
(HARRIS et al., 2006; DERAVE et al., 2010).

n H NH

Figura 2. Estrutura quimica da carnosina (Fonte: dominio publico).

A carnosina tem sido apontada como um dipeptideo pluripotente e
multifuncional, sendo uma substancia ndo enzimatica removedora de radicais
livres e um antioxidante natural (BOLDYREV; ABE, 1999). As propriedades
biolégicas da carnosina ndo sdo mais bem conhecidas do que as da enzima
superoéxido dismutase (SOD) e vitaminas C e E, mas os estudiosos em todo o
mundo tornaram-se muito interessados em suas propriedades como um
antioxidante, imunomodulador e neuroprotetor contra os radicais livres
(HIPKISS; WORTHINGTON; HIMSORTH, 1998).

O alto grau de conservacao ao longo do processo evolutivo, a elevada
concentracdo em alguns tecidos, a presenca em diversos 6rgaos e o alto grau
de organizacdo de componentes de seu metabolismo entre os vertebrados
sugerem que a carnosina (e moléculas analogas) desempenha funcgbes
primordiais na homeostase de diferentes tipos celulares (ABE, 2000).

Dentre os papéis fisiologicos da carnosina, destacam-se: tamponamento
de ions hidrogénio (H") (ABE, 2000), regulacdo da sensibilidade do aparato
contrétil ao célcio (DUTKA, et al., 2012), potencializacdo da liberagédo do célcio
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dos reticulos sarcoplasmaticos durante a contracdo muscular (BATRUKOVA;
RUBTSOV, 1997; DUTKA et al., 2012), quelacdo de ions metélicos (VELEZ,
NAIR, REDDY, 2008), acdo antioxidante e inibicdo da formacdo de produtos
avancados da glicoxidacdo e lipoxidacdo (BOLDYREV; ALDINI; DERAVE,
2013). Juntas, essas funcbes conferem a carnosina um enorme potencial de
aplicacdo no contexto esportivo, bem como no contexto clinico (SALE et al.,
2013; HIPKISS et al., 2013).

O musculo esquelético é incapaz de produzir histidina, tampouco -
alanina. Portanto, a sintese de carnosina pelo musculo esquelético depende
unicamente da captacdo desses aminodcidos (ARTIOLI et al., 2010).

Nos humanos, podem ser verificados maiores concentracdes de
carnosina intramuscular em atletas envolvidos em esportes anaerdbicos, como
velocistas e fisiculturistas (TALLON et al., 2005; DERAVE et al., 2007).

1.9 B-alanina

A B-alanina (Figura 3) € um aminoacido beta, que juntamente com a
histidina, é responsavel pela sintese da carnosina. Alguns relatos tém indicado
que a suplementacdo com este precursor teria vantagens em relacdo a
ingestado da carnosina, alegando que a ultima € degradada no trato digestivo
(estbmago e intestino) em seus dois constituintes que, apesar de seguirem
sendo novamente utilizados na formacdo da propria carnosina, sofrem uma
perda em seu aproveitamento em todo esse processo, sendo mais proveitoso
do ponto de vista fisioldgico e econdmico a suplementacdo com B-alanina do

gue com a carnosina (ABE, 2000).

2

Figura 3. Estrutura quimica da B-alanina (Fonte: dominio publico).
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A B-alanina € um aminoacido ndo-proteinogénico, sintetizado no figado
como metabolito final da degradacéo do uracil e da tiamina (JORDAN et al.,
2010).

Quando da sua producdo endogena, a fonte primaria de p-alanina em
humanos vem da dieta, sendo a carne a principal fonte, com concentracdes
mais elevadas encontradas na carne de frango e de peru (ABE, 2000).

A suplementacdo com B-alanina é capaz de promover um aumento real
na concentracdo intramuscular de carnosina (HILL et al., 2007).

Um levantamento recentemente realizado entre atletas australianos
profissionais mostrou que mais de 60% deles faz uso de suplementos contendo
B-alanina (KELLY et al., 2013).

2 Objetivo

Avaliar o efeito da carnosina e do seu precursor (-alanina sobre os
danos oxidativos produzidos pelo exercicio fisico intenso no musculo soleo em

ratos.
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CAPITULO 2 - EFEITO DA CARNOSINA E DA B-ALANINA NO DANO
PRODUZIDO PELO EXERCICIO INTENSO NO MUSCULO SOLEO DE
RATOS

RESUMO - O exercicio fisico intenso afeta o balanco entre ataque oxidativo e
defesa antioxidante no musculo. A carnosina é um dipeptideo citoplasmatico
composto pelos aminoacidos B-alanina e histidina. O presente trabalho teve o
objetivo de avaliar o efeito da carnosina e do seu precursor B-alanina sobre os
danos oxidativos causados pelo exercicio fisico intenso no musculo séleo de
ratos. Ratos Wistar machos pesando entre 200 e 240 g foram divididos em 4
grupos: controle (sedentarios), exercicio, exercicio + B-alanina e exercicio +
carnosina. Os animais dos grupos submetidos ao exercicio correram em esteira
por 60 min a 25 m/min. Fatores relacionados ao dano muscular e estresse
oxidativo foram avaliados no soro sanguineo e no homogenato do musculo
s6leo. O exercicio promoveu lesdo muscular, conforme observado pelo
aumento da atividade sérica das enzimas aspartato aminotransferase e
creatina quinase, e também induziu o estresse oxidativo, observado pelo
aumento da atividade das enzimas glutationa peroxidase e redutase,
diminuicdo da concentracdo de glutationa reduzida e lipoperoxidacdo, no
musculo séleo. Apenas a carnosina manteve os parametros proximos aos do
grupo controle. Os resultados indicam que o tratamento prévio com carnosina
protegeu 0 musculo soéleo de ratos contra os danos oxidativos e a consequente

lesé@o provocada pelo exercicio fisico intenso.

Palavras-chave: antioxidantes, enzimas, estresse oxidativo, peptideo, radicais

livres, teste de esforgo
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1. INTRODUCAO

Como consequéncia da vida aerbébia, o organismo humano produz
continuamente radicais livres conhecidos como espécies reativas do oxigénio
(ERO) (SCHNEIDER; DE OLIVEIRA, 2004). Define-se como estresse oxidativo
a alteracdo no estado de equilibrio entre producdo de ERO e sua remocgao
pelos sistemas antioxidantes celulares (FINKEL, 2003). A produgdo continua
de radicais livres durante os processos metabdlicos levou ao desenvolvimento
de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis
intracelulares e impedir a indugéo de danos (SIES, 1993). Os antioxidantes séo
agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesbes causadas pelos
radicais livres nas células. O aumento no consumo de oxigénio, por meio da
ativacdo das diferentes vias metabdlicas, durante ou apds exercicios fisicos,
resulta no aumento de ERO podendo provocar danos ao musculo esquelético
(SEN et al., 2001; EL'CHANINOVA, et al. 2003; SOUZA; DE OLIVEIRA;
PEREIRA, 2005).

A analise de concentracbes de enzimas plasmaticas, como a creatina
quinase (CK) e aspartato aminotransferase (AST), sdo métodos indiretos de
analise de dano estrutural causado ao musculo esquelético (VAN DE VYVER,;
MYBURGH, 2012). A concentracdo sérica dessas enzimas determina o estado
funcional do tecido muscular e varia tanto em condi¢cdes patolégicas quanto
fisiologicas (HAMMOUDA et al., 2012).

A glutationa é um tripeptideo (L-glutamil-L-cisteinil-glicina) presente no
organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta
ou indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo a
sintese de proteinas, o metabolismo e a protecdo celular (MEISTER;
ANDERSON 1983). A glutationa reduzida (GSH) pode ser considerada um dos
agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula,
protegendo-a contra a lesdo resultante da exposicdo a agentes oxidantes
(JORDAO JUNIOR et al.,1998).

A glutationa peroxidase (GPx) € uma enzima do sistema antioxidante
celular que elimina o peroxido de hidrogénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
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1989). Outra enzima que age conjuntamente com a GPxé a glutationa
redutase (GR). Esta enzima ndo age diretamente na remocdo de espécies
radicalares, porém é responsavel pela regeneracdo da GSSG a GSH na
presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), tendo como
objetivo impedir a paralisagcdo do ciclo metabolico da glutationa (MEISTER;
ANDERSON, 1983).

Os produtos da peroxidagdo lipidica, como o malondialdeido (MDA),
podem ser utilizados como indicadores da acdo dos radicais livres no
organismo (OZGUNER et al., 1999; DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005).
O MDA possui acdo citotoxica e genotdxica, encontrando-se em niveis
elevados em algumas patologias associadas ao estresse oxidativo
(STEGHENS et al., 2001; ANDRADE JR et al., 2005; BAGIS et al., 2005).

A carnosina (N-B-alanil-L-histidina) é um dipeptideo pluripotente e
multifuncional encontrada em diversos tecidos € em uma concentracao
particularmente elevada nos musculos e no cérebro (MARCHIS et al., 1997).
Véarios estudos tém abordado suas propriedades como antioxidante,
imunomodulador e neuroprotetor (HIPKISS et al.,, 2013; BOLDYREV; ALDINI;
DERAVE, 2013).

A B-alanina € um aminoacido beta que, juntamente com a histidina
compde a carnosina. Alguns relatos tém indicado que a suplementacdo com
este precursor teria vantagens em relacdo a ingestdo da carnosina, alegando
que a ultima é degradada no trato digestivo (estbmago e intestino) em seus
dois constituintes que, apesar de seguirem sendo novamente utilizados na
formacado da propria carnosina, sofrem uma perda em seu aproveitamento em
todo esse processo, sendo mais proveitoso do ponto de vista fisioldgico e
econdmico a suplementacdo com B-alanina do que com a carnosina (HILL et
al., 2007). No presente trabalho foi analisado o efeito da suplementacdo com
carnosina e B-alanina sobre os danos oxidativos produzidos pelo exercicio

fisico intenso no musculo séleo de ratos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Avaliacéo ética
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A Comissao 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 Experimentac@o Animal” (Protocolo n° 19/2014).

2.2 Animais

Foram utilizados 32 ratos da linhagem Wistar machos pesando entre 200
e 240 g. Foram colocados quatro animais por caixa e as mesmas foram
armazenadas sob temperatura controlada de aproximadamente 22°C e
receberam alimento e agua ad libitum, com uma dieta padronizada para

animais de laboratorio (Nuvilab®, Colombo, PR, Brasil).

2.3 Tratamento

Os animais foram divididos em quatro grupos contendo oito animais
cada, sendo: grupo 1 (Controle) - animais sedentarios; grupo 2 (exercicio
fisico), animais que realizaram um protocolo de exercicio fisico por 3 semanas
e foram submetidos ao exercicio na esteira motorizada e projetada para ratos
(Figura 1) (Single Rodent Motorized Treadmill, AVS Projetos, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil) correndo por 60 min a 25 m/min; grupo 3 (exercicio + B-Alanina) —
0s animais foram submetidos ao protocolo de exercicio fisico por 3 semanas e
receberam f-alanina (Sigma-Aldrich Brasil Ltda) (1 mg/kg de peso vivo)
dissolvida em agua (via oral por meio de gavagem) pelos ultimos 15 dias do
protocolo e entdo foram submetidos ao exercicio na esteira correndo por 60
min a 25 m/min e grupo 4 (exercicio + carnosina) — foram submetidos ao
protocolo de exercicio fisico por 3 semanas e receberam carnosina (Sigma-
Aldrich Brasil Ltda) (1 mg/kg de peso vivo) dissolvida em agua (via oral por
meio de gavagem) pelos Ultimos 15 dias do protocolo e entdo foram
submetidos ao exercicio na esteira correndo por 60 min a 25 m/min.

Os animais dos grupos 2, 3 e 4 foram acostumados a correr em uma
esteira motorizada projetada para ratos com inicio a 8 m/min durante 10 min
em 3 dias por semana. Ao longo de um periodo de 3 semanas, a intensidade

de exercicio foi gradualmente aumentada para 25 m/min, enquanto a duracao
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de 10 min foi mantida. No dia do experimento, 0s animais executaram 0
exercicio na esteira correndo por 60 min a 25 m/min.

Passadas 24 h ap0s o exercicio fisico, os ratos foram eutanasiados por
decapitacao para coleta do sangue e do musculo séleo (Figura 2) (AOI et al.,
2004).

Figura 1. Rato durante o exercicio fisico na esteira (Fonte: préprio autor).

Figura 2. Retirada do musculo s6leo (Fonte: préprio autor).
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2.4 Andlise das enzimas indicadoras de lesdes musculares

O sangue dos animais tratados e controle foram coletados
individualmente em tubos tipo “Falcon” de 15 mL, e mantidos a temperatura
ambiente por 15 minutos para coagulacdo. O soro foi separado por
centrifugacéo (Centrifuga Eppendorf, modelo 5804-R, Hamburgo, Alemanha),
com velocidade de 3000 rpm por 15 min. As atividades das enzimas
indicadoras de lesbes musculares (AST e CK) foram dosadas em
espectrofotometro (modelo DUB00, Beckman Coulter, USA) por meio de kits
comerciais de dosagem enzimatica (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil) de acordo

com as instrucdes do fabricante.

2.5 Preparacao do homogenato de musculo séleo

Ratos foram eutanasiados por decapitacdo e o musculo séleo foi retirado
e colocado em aproximadamente 50 mL de meio contendo sacarose 250 mM,
EGTA 1 mM e HEPES 10 mM com pH 7,2 a 4°C, onde foi picotado e levado
para um homogeneizador do tipo Potter-Elvehjen e homogeneizado 3 vezes
por 15 s com intervalos de 1 min. O homogenato foi centrifugado a 750 g por 3
min a 4°C (Centrifuga Eppendorf, modelo 5804-R, Hamburgo, Alemanha) para
separar as membranas celulares e o sobrenadante foi usado nas analises.

A determinacdo de proteina foi realizada através da reacdo do biureto,
de acordo com Cain; Skilleter (1987) usando-se albumina de soro bovino (BSA)
como padréao.

2.6 Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da enzima glutationa peroxidase foi determinada por um
meétodo indireto baseado na oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) para
glutationa oxidada (GSSG), catalisada pela GPx e a consequente oxidacdo do
NADPH pela GSSG a 30°C em espectrofotdmetro (modelo DU8B00, Beckman
Coulter, USA). O sistema de reacao foi composto de 1,5 mL contendo: GSH 1,0
mM, NADPH 0,2 mM, H,0, 0,25 mM, EDTA 0,5 mM e tampao fosfato de sddio
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0,20 M (pH 7,6), triton X-100 0,1% e homogenato de musculo (1 mg de
proteina/mL). A oxidacdo de 1 pmol of NADPH/min avaliada em 340 nm foi
usada como uma unidade de glutationa peroxidase. A atividade especifica foi

expressa como unidade por mg de proteina.

2.7 Atividade da enzima glutationa redutase (GR)

A taxa de oxidacdo de NADPH pela GSSG a 30°C em espectrofotdmetro
(modelo DU800, Beckman Coulter, USA) foi utilizada como medida direta para
a atividade da enzima glutationa redutase. O sistema de reagao foi composto
de 1,5 mL contendo: GSSG 1,0 mM, NADPH 0,1 mM, EDTA 0,5 mM e tampéo
fosfato de sodio 0,10 M (pH 7,6), triton X-100 0,1% e homogenato de musculo
(1 mg de proteina/mL). A oxidacdo de 1 umol de NADPH/min avaliada em 340
nm foi usada como uma unidade de glutationa redutase. A atividade especifica
foi expressa como unidade por mg de proteina.

2.8 Determinacéao da concentracdo de GSH no homogenato

A determinacdo da concentracdo de GSH no homogenato do musculo
dos animais foi realizada utilizando-se tubos do tipo “eppendorf” de 2 mL.
Colocado o homogenato (1 mg de proteina), foi adicionado meio 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 puL de &cido
tricloroacético 13%. A mistura foi agitada e centrifugada a 9000 g por 3 min. Em
tubos de ensaio de 5 mL foram adicionados 1800 pL de tampé&o contendo
NaH,PO, 0,1 M, pH 8,0, com EDTA 5 mM, 100 pL do sobrenadante obtido da
centrifugacéo e 100 pL de OPT (o-ftalaldeido) 1 mg/mL. Em seguida, os tubos
foram agitados e mantidos por 15 min no escuro a temperatura ambiente. Foi
efetuada a leitura em espectrofluorimetro (modelo RFPC 5301, Shimadzu,
Japao) com comprimento de onda de 350 e 420 nm para emissao e excitacao,
respectivamente, com abertura de fenda 5 em ambos o0s casos. A
concentracdo de GSH foi determinada por meio de uma curva padrdo com

diferentes concentracoes.
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2.9 Avaliacédo da lipoperoxidacao

A lipoperoxidacdo foi determinada utilizando o método do TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitlrico) por meio da dosagem da
concentracdo de malondialdeido (MDA). O homogenato (5 mg de proteina /
mL) foi colocado em tubo de ensaio e foram adicionados 0,2 mL de SDS
(8,1%), 1,5 mL de &cido acético (20%), 1,5 mL de TBA (solucdo aquosa a
0,67%), o volume foi completado até 4 mL com agua deionizada (milli-Q) e a
mistura foi colocada em banho-maria a 95°C por 60 min. Apds o periodo de
incubagéo, os tubos foram retirados e resfriados em banho de gelo e
adicionados de 1 mL de agua milli-Q e o complexo MDA-TBA foi extraido com
5 mL de n-butanol. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2000 g por 10
min, a parte organica foi coletada e a absorvancia foi medida a 535 nm em
espectrofotometro (modelo DU800, Beckman Coulter, USA). A concentracdo de
malondialdeido foi determinada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de
1,56 x 10° M™.,

2.10 Anédlises estatisticas

A significancia estatistica dos dados experimentais foi determinada pelo
teste de analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo multipla entre as
médias foi feita pelo teste de Tukey, sendo considerados estatisticamente
significantes resultados com valores de P < 0,05, por meio do programa
GraphPad Prism, versédo 4.0 para Windows, GraphPad Software (San Diego,
CA, USA 03/04/2003).

3. RESULTADOS

3.1 Andlises da atividade sérica das enzimas creatina quinase (CK) e

aspartato aminotransferase (AST)

O exercicio fisico (G2) promoveu um aumento significante na atividade
sérica das enzimas AST e CK (Figuras 3A e 3B, respectivamente) em relacéo

ao controle (G1), as quais foram utilizadas como parametro de lesdo muscular.
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Os resultados obtidos para os grupos 3 e 4 mostram que apenas o tratamento
com a carnosina foi capaz de proteger o musculo séleo contra os danos
provocados pelo exercicio fisico, conforme observado pela diminuicdo

significante da liberacdo da enzima CK (Fig. 3B).
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Figura 3. Atividade sérica das enzimas aspartato aminotransferase (AST) (A) e
creatina quinase (CK) (B) no soro sanguineo de ratos. Os resultados

representam a média + erro padrdo da média de 8 animais por grupo. G1 =

controle; G2 = exercicio fisico; G3 = [-alanina + exercicio fisico; G4
carnosina + exercicio fisico. " Significantemente diferente do controle (G1) (P <
0,05 e P < 0,01, respectivamente). “Significantemente diferente do grupo
exercicio fisico (G2) (P <0,01)

3.2 Analise da atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e

glutationa redutase (GR) no homogenato de musculo s6leo

A analise da atividade das enzimas GR e GPx no homogenato de

musculo soleo (Figuras 4A e 4B, respectivamente) demonstrou que houve um
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aumento significante na atividade muscular dessas enzimas provocado pelo
exercicio fisico (G2) em relagdo ao grupo controle (G1). Apenas o tratamento
dos animais com a carnosina (G4) promoveu uma reducao significante na

atividade das enzimas em relagéo ao grupo exercicio fisico (G2).

Atividade da GPx

##

Atividade da GR
(U/mg proteina)

Gl G2 G3 G4

Figura 4. Atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) (A) e glutationa
redutase (GR) (B) no homogenato de musculo séleo de ratos. Os resultados
representam a média + erro padrdo da média de 8 animais por grupo. G1 =

controle; G2 = exercicio fisico; G3 = B-alanina + exercicio fisico; G4 =

carnosina + exercicio fisico. " Significantemente diferente do controle (G1) (P <
0,05 e P < 0,01, respectivamente). **Significantemente diferente do grupo

exercicio fisico (G2) (P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente).



41

3.3 Concentracdo de glutationa reduzida (GSH) no homogenato de

musculo sdleo

O exercicio fisico (G2) promoveu uma reducdo significante na
concentracdo de GSH no musculo s6leo em relacdo ao grupo controle (G1)
conforme observado na Figura 5. O tratamento dos animais com a carnosina
(G4) possibilitou a manutencdo da concentracdo de GSH préxima a do grupo
controle (G1).

)

fiaiaid

GSH
(nmol/mg de proteina)
N

2

Gl G2 G3 G4

Figura 5. Concentracdo de glutationa reduzida (GSH) no homogenato de
musculo soleo de ratos. Os resultados representam a meédia + erro padrao da
média de 8 animais por grupo. G1 = controle; G2 = exercicio fisico; G3 = [3-
alanina + exercicio fisico; G4 = carnosina + exercicio fisico. ~ Significantemente
diferente do controle (G1) (P < 0,001). *Significantemente diferente do grupo
exercicio fisico (G2) (P < 0,001).

3.4 Oxidacdo dos lipideos de membrana no homogenato de musculo
soleo

A Figura 6 demonstra que o exercicio fisico (G2) estimulou
significantemente o aumento na producdo de MDA em relagdo ao grupo
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controle (G1), indicando que houve oxidacdo dos lipideos de membrana. O
tratamento com a carnosina (G4) protegeu o muasculo contra os danos

oxidativos provocados pelo exercicio fisico.
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Figura 6. Concentracdo de malondialdeido (MDA) no homogenato de musculo
s6leo de ratos. Os resultados representam a meédia + erro padrao da meédia de
8 animais por grupo. G1 = controle; G2 = exercicio fisico; G3 = B-alanina +
exercicio fisico; G4 = carnosina + exercicio fisico. "Significantemente diferente
do controle (G1) (P < 0,05). *Significantemente diferente do grupo exercicio
fisico (G2) (P < 0,05).

4. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o exercicio fisico
intenso aplicado aos animais promoveu um aumento significante na atividade
sérica das enzimas AST e CK em relacdo ao controle, indicando a ocorréncia
de lesdo muscular. O tratamento dos animais com a carnosina protegeu o
musculo soleo contra os danos provocados pelo exercicio fisico, conforme
observado pela diminuigéo significante da liberacdo da enzima CK. Um dado
bastante interessante obtido no estudo realizado por Prada et al. (2004) foi a
reducdo da atividade CK no sangue dos ratos treinados em comparacao com

os controles, sugerindo reducao das les6es musculares nos primeiros.
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A questdo do treinamento fisico aumentar ou ndo a atividade das
enzimas do sistema antioxidante permanece controversa. Enquanto alguns
autores demonstraram aumento da atividade enzimatica antioxidante (CAT,
SOD e GPx) em musculo esquelético induzida pelo treinamento fisico
(PEREIRA, et al., 1996; SMOLKA, et al., 2000) outros ndo constataram
nenhuma alteracdo na atividade das mesmas enzimas (ALESSIO; GOLDFARB,
1988). A resposta das enzimas antioxidantes musculares parece ser
dependente do ergbmetro utilizado: natacdo (PEREIRA, et al., 2000), corrida
em esteira (ALESSIO; GOLDFARB, 1988; SMOLKA, et al., 2000) ou ocorrida
em roda de atividade espontanea (SELMAN et al.,, 2002); do protocolo de
exercicio, continuo (ALESSIO; GOLDFARB, 1988) ou intermitente (ATALAY, et
al., 1996; SMOLKA, et al., 2000) assim como do tipo de fibra muscular
(POWERS, 1994; ATALAY, et al.,, 1996) e da espécie estudada: rato
(ALESSIO; GOLDFARB, 1988; PEREIRA, et al., 1996; SMOLKA, et al., 2000),
camundongo (AVULA; FERNANDES, 1999) ou outros mamiferos (SELMAN, et
al., 2002).

Em relacdo a analise da atividade das enzimas GPx e GR no
homogenato de musculo s6leo dos ratos submetidos ao exercicio no presente
estudo, observou-se um aumento significante na atividade muscular dessas
enzimas quando comparadas com o grupo controle. Esses resultados estao de
acordo com os obtidos por estudos anteriores que demonstraram que, para
proteger os tecidos contra possiveis danos causados pelas ERO, as enzimas
antioxidantes como SOD, catalase (CAT), GPx e GR, parecem responder de
maneira adaptativa elevando suas atividades nos tecidos e Orgaos de
individuos treinados (JENKINS, 1987; PEREIRA et al., 1996; AVULA,
FERNANDES, 1999). O tratamento prévio dos animais com a carnosina
apresentou uma reducdo significante na atividade dessas enzimas no
homogenato de musculo, indicando uma acao antioxidante. Vieira Junior et al.
(2013), encontraram diferencas significantes da atividade da enzima GPx entre
os dois grupos avaliados, sendo os valores médios maiores no grupo que
treinou natagéo em relagdo ao grupo sedentario. Em outro trabalho, os autores
somente identificaram diferenga significativa de atividade da glutationa
peroxidase em determinadas intensidades de treinamento (SCHNEIDER, et al.
2005).
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Os efeitos do exercicio aerobio ndo se resumem somente a atividade de
antioxidantes enzimaticos, pois também podem ser observados efeitos sobre
0s antioxidantes ndo enzimaticos. Neste sentido, 0 exercicio fisico promoveu
uma reducéo significante na concentracdo de GSH no musculo séleo dos ratos
em relacdo ao grupo controle, enquanto que a carnosina utilizada no
tratamento dos animais possibilitou a manutengcéo da concentragcdao de GSH.
Alguns estudos mostraram que a glutationa (GSH), principal antioxidante
celular ndo enzimatico, ou a relacédo entre GSH e sua forma oxidada (GSSG)
podem ser reduzidas durante o exercicio fisico (JI; FU, 1992; TESSIER, et al.
1995).

O exercicio fisico estimulou significantemente o aumento na producdo
de MDA em relacdo ao grupo controle indicando que houve peroxidacdo dos
lipideos de membrana. Mais uma vez a carnosina protegeu o musculo contra o
dano oxidativo provocado pelo exercicio intenso. De acordo com Alessio e
Goldfarb (1988), houve pequeno aumento na peroxidacdo lipidica tanto no
figado quanto no musculo esquelético de ratos apos exercicio submaximo de
corrida em esteira. Boldyrev et al. (1988) demonstraram que, na presenca de
carnosina, ocorreu uma diminuicdo das concentragcbes de produtos
estritamente relacionados com a peroxidacao lipidica no musculo esquelético.

Os efeitos antioxidantes da carnosina encontrados neste estudo estédo
de acordo com os relatos da literatura que demonstram uma atividade
“scavenger” (capacidade de interagir e sequestrar os radicais livres formando
compostos menos reativos) dos radicais superéxido e hidroxil pela carnosina,
ou ainda, por sua acdo quelante de metais (KOHEN et al., 1988; PAVLOV et
al., 1993; GARIBALLA; SINCLAIR, 2000). Estudo recente, no qual atletas
caiaquistas e canoistas receberam suplementacdo com 4 g/dia de carnosina
por 14 dias, demonstrou uma significante redugéao na producéo de marcadores
de estresse oxidativo no sangue (SLOWINSKA-LISOWSKA et al., 2014).

No presente estudo a suplementagao com B-alanina nao foi tdo eficaz
quanto a utilizacdo da carnosina. Embora estudos demonstrassem que a
ingestdo da B-alanina aumenta a concentracdo de carnosina no musculo
(DERAVE et al.,, 2007; HILL et al., 2007; ARTIOLI et al.,, 2010), diversos

trabalhos mostraram que a ingestdo apenas da [3-alanina nédo apresentou efeito
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antioxidante como observado para o dipeptideo (ARUOMA et al.,, 1989;
KLEBANOV et al., 1998; BOLDYREV; ABE, 1999; SMITH et al., 2012).

5. CONCLUSAO

A carnosina foi capaz de impedir os danos oxidativos produzidos pelo
exercicio fisico intenso no musculo séleo de ratos. Dessa forma, sugere-se o
uso da carnosina para a suplementacdo de atletas sujeitos a lesdes

musculares provocadas pelo exercicio.
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