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Estresse oxidativo no exercicio, modelos animais e intensidade do esforco
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Resumo: Espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo formadas durante o metabolismo normal e, continuamente,
causam danos celulares. O principal sistema de defesa antioxidante é constituido por enzimas antioxidantes como
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. O exercicio fisico é uma condi¢do que exerce influéncia sobre
0 balanco entre ataque oxidativo e mecanismo de defesa antioxidante. Para proteger os tecidos contra possiveis danos
causados pelos EROS, as enzimas antioxidantes parecem responder de maneira adaptativa, elevando suas atividades
em individuos treinados. Muitos estudos envolvendo estresse oxidativo e exercicios tém sido conduzidos em modelos
animais, especialmente o rato. Contudo, esses estudos sdo passiveis erros, pois poucos associam as variaveis
metabdlicas com a intensidade do esfor¢o nesses animais.

Palavras-chave: Estresse Oxidativo. Exercicio Fisico. Enzimas Antioxidantes.
Oxidative Stress in Exercise, animal models and effort intensity

Abstract: Reactive oxygen species (ROS) are formed during the normal metabolism, and continually cause cell
damage. The main antioxidant defense system is constituted by antioxidant enzymes as superoxide dismutase, catalase
and glutathione peroxidase. Physical exercise is a condition that influences the balance between oxidative attack and
antioxidant defense mechanisms. To protect the tissues against possible damages caused by ROS, the antioxidant
enzymes seem to adapt, increasing their activities in trained individuals. Many studies involving oxidative stress and
exercises have been conducted in animal models, especially the rat. However, most of these studies are criticized,
because few associate the metabolic variables to the intensity of the effort experienced by the animal during the
exercise.
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Generalidades
Espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo formadas
durante 0 metabolismo normal, por processos enzimaticos, e
ndo enzimaticos, e, continuamente, causam danos a lipidios,
proteinas e 4&cidos nucléicos celulares (HALLIWEL,
GUTTERIDGE, 1989).

Peroxidacdo de 4cidos graxos insaturados dos
fosfolipidios das membranas celulares pode resultar em perda
significativa da integridade da membrana, o que consiste em
uma das mais marcantes efeitos dos danos oxidativos
(TAPPEL, 1973), levando a geracdo de aldeidos e danos
potencialmente nocivos. O teste ndo especifico das
substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARs) é
frequentemente aplicado para inferir sobre os danos
oxidativos aos lipidios (SILVEIRA, 2001). O papel
fisiolégico tecidual da enzima fosfatase alcalina pode estar
associada a sistemas de transporte e atividades celular
(CALHAU et al., 1999), de forma que a medida da atividade

dessa enzima pode oferecer informacBes importantes para
avaliacdo dos danos oxidativos ao funcionamento das células.

Para se protegerem contra a oxidacdo, 0s organismos
contam com mecanismos quimicos e enzimaticos (YU, 1994).
O principal sistema de defesa antioxidante é constituido por
enzimas antioxidantes como superoxido desmutase (CuzZn-
SOD-Citosdlica e extracelular e Mn-SOD-mitocondrial),
catalase (CAT-heme-enzima) e glutationa peroxidase
(GR/GPX - dependente e ndo dependente do selénio), para
decomporem o anion o7, H, O, e hidréxidos (YU, 1994).

O exercicio fisico é uma condicdo que exerce influéncia
sobre o balango entre ataque oxidativo e mecanismo de defesa
antioxidante. Durante o exercicio fisico ocorrem varias
reagdes quimicas que implicam na formacdo dos EROS. Para
proteger os tecidos contra possiveis danos causados pelos
EROS, as enzimas antioxidantes como SOD, CAT e
GPXI/GR, parecem responder de maneira adaptativa, elevando
suas atividades nos tecidos e drgaos de individuos treinados
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(AVULA, FERNANDES, 1999; JENKINS, 1987; PEREIRA
etal., 1996), embora haja contradicbes (PRADA et al., 2004).

Por razBes Obvias, muitos estudos envolvendo estresse
oxidativo e exercicios tém sido conduzidos em modelos
animais, especialmente o rato. Contudo, esses estudos sdo
passiveis erros, pois poucos associam as variaveis
metabdlicas com a intensidade do esforco nesses animais
(PRADA et al., 2004).

Conceito de Estresse Oxidativo

Radical livre é definido como qualquer 4&tomo, molécula
ou fragmento de molécula contendo um ou mais elétrons
desemparelhados na sua Ultima camada de valéncia
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; SEN et al., 2001,
SILVEIRA, 2001). Exemplos de radicais livres sdo o, proprio
oxigénio molecular (O,), radical hidroxila (OH), radical
anion superoxido (O,), radical peroxi (ROO), radical alcoxi
(RO) e 6xido nitrico (NO) (PEREIRA, 1994; ARUOMA,
1994; YU, 1994; SJODIN et al., 1990; SEN et al., 2001,
SILVEIRA, 2001). Destes radicais livres, 0 OH e o Oy
possuem uma grande importancia biol6gica porque sdo
formados em varias situagBes durante o processo normal ou
exacerbado de reducdo o O, no interior das mitocéndrias
(BENZI, 1993); durante a metabolizacdo de bases purinicas
no ciclo de (LOWENSTEIN, 1990); ou devido a reducdo do
peroxido de hidrogénio (H,O,) pelo O, catalizado por
redutores como o Fe** e Cu* ou ascorbato (YU, 1994). O
H,O, surge no interior das células quando o O, € reduzido
divalentemente ou quando o O, sofre dismutacdo espontanea
ou catalisada. Por ndo possuir elétrons desemparelhados, nao
¢ classificado como radical livre, sendo, portanto, menos
reativo que os radicais livres citados anteriormente
(PEREIRA, 1994; PEREIRA, 1996; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989).

A maior reatividade exibida pelos radicais livres,
comparativamente a outros elementos é consequéncia do
menor tempo de vida — média que possuem. Os radicais OH e
0 O, ~ possuem vida média de 1x10° e 1x10®° segundos
respectivamente, enquanto o H,0,, superior 10 segundos e o
0, superior a 10% segundos (YU, 1994). Esta meia vida
extremamente curta deve-se a instabilidade eletrbnica que
apresentam. Isto resulta na possibilidade de extrairem elétrons
de outras moléculas com quais venham a colidir, promovendo
formacdo de outras espécies radicalares, como por exemplo,
os radicais ROO e RO, formados durante a lipoperoxidacéo
das membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1989). Devido a seu potencial oxidante e menor reatividade,
todas essas espécies radicalares sdo chamadas coletivamente
de espécies reativas de oxigénio (EROS).
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A peroxidacdo dos lipidios das membranas celulares é
apenas um exemplo de lesdo biolégica que pode ser
promovida pelos radicais livres, uma vez que praticamente
todas as biomoléculas sdo suscetiveis a oxidacdo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989, SILVEIRA, 2001).
Para se protegerem contra oxidacdo os organismos dispdem
de mecanismos quimicos e enzimaticos. No primeiro caso,
varias moléculas com propriedades antioxidantes consumidas
na dieta como o tocoferol (vitamina E), beta-caroteno,
selénio, cobre, zinco, acido ascorbico, glutationa reduzida
(GSH), entre outros diminuem a agdo toxica das EROS
produzidas intra e extracelularmente (YU, 1994; SEN et al.;
2001).

O principal sistema de defesa antioxidante é constituido
por enzimas antioxidantes como as superoxidos dismutase
(Cuzn-SOD - citosolica e extracelular, Mn-SOD -
mitocondrial), catalase (heme-enzima, CAT) e glutationa
peroxidase (GR/GPX — dependentes e ndo dependentes de
selénio) para decomporem respectivamente o anion O,", H,0,
e lipoperoxidos (YU, 1994). A Glutationa redutase (GR) é
outra enzima importante nesse processo. Esta enzima, mesmo
ndo agindo diretamente na remogdo de radicais é responsavel
pela regeneracdo da glutationa oxidada (GSSG) em sua forma
reduzida (GSH), utilizando como substrato da enzima GPX.
Apesar dessas defesas antioxidantes reduzirem os riscos de
lesbes oxidativas por EROS, os organismos podem vivenciar
situacdes onde a protecdo é insuficiente. Quando acontece um
desbalancgo entre a producdo de EROS e defesa antioxidante
se estabelece uma situacdo de estresse oxidativo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Exercicio Fisico e Estresse Oxidativo

O exercicio fisico &€ uma condicdo que exerce influéncia
sobre o balango entre ataque oxidativo e 0s mecanismos de
defesa antioxidante. Durante os exercicios fisicos, ocorrem
vérias reacfes quimicas que levam & formacdo de radicais
livres tais como O,, OH", O,, ROO, RO e NO (PEREIRA,
1994; BALAKEISNAN, ANURADHA, 1998; SEN et al.,
2001; VAN REMEN et al., 2003).

Durante o exercicio, 0 O2- pode ser formado no musculo

de vérias maneiras (HESS et al., 1984; SJODIN et al., 1990;
AURUOMA, 1994; SEN et al.; 2001; DIMEO & VENDIT,
2001): 1) na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial,
principalmente quando esta se encontra numa situacdo de
anoxia muscular e é “reperfundida” pelo oxigénio durante,
por exemplo, pausa apds um esforco de alta intensidade; 2)
por enzimas como xantina oxidase e 3) pelas enzimas
NADPH oxidase e citocromo P450 oxidase. O musculo
esquelético também produz oxido nitrico (NO) pela reacdo da
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enzima 6xido nitrico sintase (REID, 1996). O dxido nitrico
pode reagir com O, para formar peroxinitito, um
intermediario estavel que pode se decompor em um poderoso
oxidante, com reatividade similar ao radical hidroxila
(BECKMAN et al. 1990, SEN et al., 2001). Além disso, a
presenca de ferro, na forma livre ou ligado a heme, pode
converter o radical anion superéxido e peroxido de
hidrogénio, pela reacdo de Fenton, em radical hidroxila, uma
das espécies mais reativas que se conhece (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989).

Aumento na peroxidacdo lipidica tem sido relatado apds o
exercicio (ALESSIO; GOLDFARB, 1980; MIYAZAKY et
al., 2001), embora nem sempre seja constatado (SELMAN et
al., 2002; VIINIKKA, et al., 1984). O aumento na
peroxidacdo lipidica parece ser tecido especifico. AVULA e
FERNANDES (1999) constataram reducdo da peroxidacéo
lipidica nos rins e nas glandulas salivares e aumento da
mesma no figado de camundongos treinados por corrida em
esteira analisados em repouso, em comparacdo dos
sedentarios. Nenhuma diferenca foi constatada no musculo
esquelético e cardiaco entre dois grupos. RADAK et al.,
(1999) também néo verificaram qualquer diferenca nos niveis
de peroxidacdo lipidica no musculo esquelético de ratos
treinados por natacdo e sedentarios, analisados em repouso.
Os niveis de pentano e etano apareceram 2 a 3 vezes mais
elevados do que em valores de repouso em homogeizados de
figado e musculo esquelético de ratos depois da corrida até
exaustdo (GEE et al., 1981). ALESSIO e GOLDFARB
(1980) constataram pequeno aumento na peroxidacdo tanto
no figado quanto no misculo esquelético de ratos apos
exercicio sub-maximo decorrida em esteira.

Quindry et al., (2003) observaram que 2 horas ap6s sessao
Unica de exercicio maximo, em individuos jovens do sexo
masculino, ocorreu aumento de anions superoxidos (02) e
decréscimo do teor de &cido ascorbico e A&cido nitrico,
indicando ocorréncia de estresse oxidativo sangliineo. Radak
et al., (2003), relataram que o exercicio aerobio exaustivo
(corrida de super maratona) causa estresse oxidativo e
aumento da nitracdo e a carbonilacdo das proteinas séricas.
Owen et al., (2003) verificaram em um modelo com ratos,
gue o exercicio agudo elevou os niveis cardiacos de
peroxidacdo lipidica.

Para proteger os tecidos contra danos causados pelos
radicais livres produzidos durante o exercicio fisico as
enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GPX/GR parecem
responder de maneira adaptativa, elevando suas atividades
nos tecidos e 6rgdos de animais e seres humanos treinados
(PEREIRA et al., 1994; JENKINS, 1987; CASE et al., 1994,
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CLARKSON; THOMPSON, 2000; OSORIO et al., 2003).
Isso ocorre principalmente em treinamento do tipo de
endurance (SEN et al., 2001; MIYAZAKI et al., 2001;
AVULA et al., 1999). Por outro lado existem também relatos
de aumento da peroxidacdo lipidica associada a néo
compensacdo completa ou reducdo de componentes do
sistema antioxidante (glutationa, acido ascérbico e atividade
glutationa peroxidase) (BENZI, 1993; BALAKRISHNAN;
ANURADHA, 1998; SEN et al., 2001; OOKAWARA et al.,
2003).

RUSH e SANDIFORD (2003) reportaram que as
populagdes jovens, saudaveis, mas sedentaria, feminina
apresenta concentracfes plasmaticas de enzimas antioxidante
GPX, ligeiramente maior que a populacdo masculina, mas o
significado  funcional disso ndo foi estabelecido.
GROUSSARD et al. (2003), constataram que ap0s sessdo de
exercicio supra-maximo (teste de Wingate 30-s), sujeitos
ativos mas ndo atletas mostraram aumento significativo da
peroxidacdo lipidica (radicais lipidicos séricos detectados por
ressonéncia eletro-spin), bem como reducdo das atividades
das enzimas antioxidantes GPX e SDO nas hemdcias.
Concluiram, entdo, que o exercicio supra - maximo induz
estresse oxidativo.

Transicdo Metabdlica

O fornecimento de adenosina trifosfato (ATP) para a
manutencdo do exercicio pode ser proveniente dos
metabolismos aer6bio e anaer6bio. Durante o exercicio
moderado, as respostas  fisiologicas  estabilizam-se
rapidamente e o oxigénio supre de maneira satisfatoria a
demanda energética. Em intensidades mais elevadas, a via
metabdlica predominante é a anaerébia, o que resulta na
reducdo abrupta do pH muscular em consequéncia da
produgdo de lactato. Isso dificulta a manutencdo do exercicio
por tempo prolongado, ja que ocorre a inibicdo da atividade
enzimatica e reducdo da atividade do Ca'™ a troponina
(McArdle et al., 1998).

Existe uma zona de transicdo a partir da qual ocorre a
mudanca da predominancia aerobia para a anaerdbia, sendo
essa zona de exercicio extremamente importante para o
condicionamento fisico, treinamento e rendimento desportivo.
Por essa razdo, diversas investigacGes acerca dessa zona de
transicdo vém sendo realizadas nas Ultimas décadas,
resultando em diferentes protocolos de avaliagcdo. Dentre os
mais utilizados, destacam-se o limiar ventilatério observado
(WASSERMAN; MCcILROY, 1964), a concentracdo de
lactato sangiiineo para identificar o limiar anaerdébio (LAN),
proposto por KINDERMAN et al. (1979), o limiar anaerébio
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obtido pela concentracdo fixa de 4,0 mm (OBLA),
inicialmente sugerido por SJODIN; JACOBS (1981), o
modelo de poténcia critica ndo invasivo e exaustivo proposto
por MONOD e SCHERER (1969), entre outros.

Grande parte desses protocolos de avaliacdo utilizam, a
resposta do lactato sanguineo devido a fidedignidade dessa
varidvel sangliinea na mesuracdo da intensidade de transicéo
metabdlica bem como excelente resposta ao treinamento
fisico, permitindo além da caracterizacdo do esforco,
acompanhamento da eficiéncia do treinamento.

O limiar anaerébio (LAN) foi definido como a carga de
trabalho na qual o lactato sangliineo comeca a reacumular
desproporcionalmente durante o exercicio, com cargas
progressivas (WASSERMAN; McILROY, 1964) e,
teoricamente, indica a maxima fase estavel de lactato (MFEL)
(MADER; HECK, 1986). A MFEL equivale a mais alta
concentragdo sangiiinea de lactato onde sua entrada na
circulagdo é recuperado pela remocdo durante o exercicio
com carga constante (HECK et al., 1985). O pressuposto de
que o LAN coincide com MFEL mostrou-se verdadeiro em
diferentes tipos de exercicio, como corrida em esteira rolante
e cicloergometria (STEGGMAN; KINDERMAN, 1982,
HECK et al., 1985), entretanto a carga de exercicio MFL
parece deferir do LAN na ergometria de braco (KRUGER et
al., 1990) e no remo (BENEKE, 1995).

A MFEL também ja foi utilizada para determinacdo da
transicdo metabdlica em ratos. Recentemente, nosso grupo de
pesquisa (GOBATTO et al., 2001) desenvolveu um estudo
para a determinacdo do MFEL de ratos durante o exercicio de
natagdo nesse estudo, a MFEL foi obtida na carga de 6% do
peso corporal a concentracdo sangiinea de lactato foi de 5.5
mmol/l de sangue. Em outro estudo, nosso grupo apresentou
uma descricdo detalhada de protocolo para a determinagdo do
MFEL de ratos durante exercicio de corrida em esteira rolante
(MANCHADO et al.,, 2005). Nesse estudo, a MFEL
aconteceu na velocidade de 20m/min., a concentragao
sanguinea de lactato de 4,0 mmol/L.

Estresse Oxidativo, Exercicio e Transi¢ao
Metabdlica

Modelos animais fornecem condigOes apropriadas para a
obtencdo de resultados referentes a mecanismos celulares e
moleculares envolvidos nas adaptagdes metabdlicas ao
exercicio, que ndo seriam possiveis de outra forma. Sao raros
ainda, na literatura, estudos que relacionam estresse oxidativo
a intensidade do esforco durante o exercicio em ratos. Nesse
sentido, nos Udltimos anos, nosso grupo de pesquisa, do
Departamento de Educacdo Fisica, do Instituto de Biociéncias
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da Unesp de Rio Claro, SP, tem oferecido algumas
contribuicoes.

Recentemente, realizamos trabalhos com finalidade de
estudar como se comportam o0s sistemas de defesa
antioxidante perante o exercicio fisico e dietas alimentares.
Os trabalhos se voltaram a mensuracdo da biomarcadores do
atague oxidativo (substancias que reagem ao acido
tiobarbitdrico — TBARs), do sistema antioxidante: atividade
das enzimas Catalase (CAT), Glutationa Redutase (GR) e
atividade celular: Fosfatase Alcalina (FA).

Em um dos estudos realizados com ratos em corrida em
esteira rolante na intensidade equivalente a transicdo
metabolica aerdbia/anaerobia, inferida pela determinagdo da
MFEL, os valores de TBARs circulantes foram maiores nos
ratos treinados do que nos sedentarios. O inverso ocorreu com
a CAT. A andlise desses resultados indica que o treinamento
por corrida na intensidade da MFEL favoreceu o
aparecimento de estresse oxidativo nos animais. (PRADA et
al., 2003).

Em outro estudo semelhante s que realizado com natacéo
obtivemos resultados semelhantes: valores de TBARS
circulantes relativamente maiores do que os de CAT
reforcando a teoria de que o exercicio realizado na
intensidade da transicdo metabolica aerobia/anaerdbia pode
gerar estresse oxidativo em ratos (PRADA et al., 2004). Por
outro lado, mais recentemente constatamos que o treinamento
fisico por corrida em esteira rolante na velocidade da MFEL
ndo alterou as concentracdes de TBARs em cérebro, musculo
esquelético e figado de ratos (ARAUJO et al., 2007)

No presente momento, estamos realizando estudos para
ampliar as informacfes referentes ao estresse oxidativo em
ratos exercitados por corrida em esteira rolante em diferentes
intensidades, pois as mesmas podem contribuir para o avango
do conhecimento cientifico dentro desta area.

Concluséao

A literatura aponta que o exercicio regular resulta em
adaptacBes na capacidade antioxidante, as quais protegem as
células contra os efeitos deletérios do estresse oxidativo,
prevenindo danos celulares subsequentes.

Em contrapartida, nosso grupo de estudos verificou que,
independente do ergdmetro utilizado (natacdo ou esteira),
ratos treinados em intensidade equivalente a MFEL
apresentaram estresse oxidativo.

Dessa forma, o desenvolvimento de marcadores
sanguineos e teciduais mais sensiveis pode ajudar a elucidar
muitas das contradi¢fes presentes na literatura e, deste modo,
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contribuir para o avango do conhecimento cientifico dentro
desta érea.
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