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Oxidative Stress Biomarkers: New Possibilities of Monitoring in Physical Training
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ResuMo — O exercicio fisico pode ser entendido como um agente estressor ao organismo.
Fatores endogenos (idade, sexo, potencial genético) e exdgenos (intensidade, duracéo,
frequiéncia e tipo de exercicio) determinam a severidade do estresse e as respostas
adaptativas dos sistemas biologicos. Sabe-se, também, que o exercicio fisico aumenta

drasticamente o consumo de oxigénio. Este aumento resulta na producdo de radicais e , )
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oxidativos na célula: defesas enzimaticas (catalase, glutationa peroxidase, glutationa
redutase e superoxido dismutase) e antioxidantes nao-enzimaticos (vitaminas E e C,
glutationa e grupos tiol de proteinas). Uma quantia significante de trabalhos mostra que,
para a resposta ao estresse, a expressao de proteinas de estresse - “heat shock proteins”
(HSP) - torna-se essencial para a sobrevivéncia da célula, atuando estas também como

@ integrantes de um sistema secundario de defesa antioxidante. Assim, analises de * HSP, Estresse Oxidativo e Exercicio Fisico @
marcadores de estresse oxidativo em conjunto com a detec¢do de HSPs poderiam ser
uma potente ferramenta para controlar a sobrecarga dos exercicios de treinamento,
prevenindo a instalacdo de situacoes de inducido de sobretreinamento (overtraining).
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AsstRACT — The physical exercise is a kind of stressor agent to the organism. Endogenous
(age, gender, trainability, genetic potential) and exogenous (intensity, duration, frequency
and type of exercise, environments conditions) factors indicate the stress severity and the
adaptative responses of the biological systems. It is well know that the physical exercise
markedly increases oxygen uptake. Increased oxygen consumption results in the
production of radicals and other reactive oxygen species within skeletal muscle and
others cells, such as superoxide, hydrogen peroxide, nitric oxide and hydroxyl radicals.
Unscavenged oxidants can modify macromolecules in the cell including nucleic acids,
proteins, and lipids. An oxidative stress situation occur under conditions when the local
antioxidant defenses are depleted because of oxidants or when the rate constants of the
radical reactions are greater than the rate constants of the antioxidant defense
mechanims. Two major classes of endogenous protective mechanims work together to
reduce the harmful effects of oxidants in the cell: enzymatic defenses (catalase,
glutathione peroxidase, glutathione reductase and superoxide dismutase) and
nonenzymatic antioxidants (vitamins E and C, glutathione, and protein-thiols). A
significant amount of work has clearly shown that the stress response, and in particular
the stress protein - heat shock protein (HSP) -expression, are essential for the survival of
the cell confronted with a particular environmental insult. Oxidative stress markers
analyses and HSP70 detection could be a useful tool to control the overload of training
exercises preventing the installation of overtraining situation.
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Introducao

A teoria do radical livre postula que
moléculas reativas contendo um certo
numero de elétrons desemparelhados sao
produzidas no curso normal do metabolismo
energético. De acordo com esta teoria, efeitos
toxicos destes radicais sao introduzidos no
interior celular, desencadeando reacoes
deletérias denominadas de estresse oxidativo'.
A formacao de espécies reativas de oxigénio
relaciona-se diretamente com os efeitos
prejudiciais do estresse oxidativo'*. O
potencial destrutivo do oxigénio ¢ atribuido
a sua possibilidade de desviar-se do estado
estavel diradical (O,) para um estado de forma
ativa, tal como o oxigenio singlete ('O,), e no
estado de radical livre (O,), este conhecido
como radical dnion superoxido. A reacéo de
Haber-Weiss demonstra a continuidade do
processo de formacao de espécies radicalares
de oxigeénio através do radical anion
superoxido:

O, + Fe(ll) & O, + Fe(ID 1)

0))
Fe(I) + H,0, — Fe(Il) + OH +*OH (3)

20,7+ 2H" - O, + HO,

O oxigénio, que ¢ caracterizado como
uma molécula com dois elétrons
desemparelhados e de spins iguais, recebe seus
elétrons um a um, na cadeia de transporte de
elétrons, através da citocromo oxidase, tendo-
se H,O como produto final da reacéao.
Contudo, ha vazamentos de elétrons durante
0 seu transporte na cadeia de transporte de
elétrons, o que pode gerar radicais livres de
oxigénio. Quando apenas um elétron se
adiciona a molécula de oxigénio, observa-se
a producao de O, (reacdo 1). A superoxido
dismutase (SOD), uma enzima do sistema de
defesa antioxidante, possibilita que duas
moléculas de O~ se dismutem para a
formagcao de peroxido de hidrogénio (H,0,),
considerado um agente oxidante fraco (reagdo
2); contudo, H,O, tem a propriedade de
atravessar facilmente membranas celulares e
poder-se unir com um elétron proveniente de
metais de transicdo, Fe?* ou Cu, fator que
pode dar origem ao radical hidroxila (*OH),
que é uma das espécies radicalares mais
reativas existente (reacdo 3)'.

Embora a maior parte do oxigénio
combine-se com hidrogénio formando agua,

o
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cerca de 4% a 5% de oxigénio formardo
espécies radicalares de oxigénio com os
elétrons que escapam da cadeia de transporte
de elétrons'?. Esta situacao de vazamento de
elétrons tem maior ocorréncia quando ha um
aumento desproporcional no consumo
mitocondrial de oxigénio. Em situacdo de
exercicio fisico, a demanda energética e o
consumo de oxigénio estdo aumentados,
podendo este consumo elevar-se até vinte
vezes mais em relacdo a condicdo de
repouso’’.

Estresse oxidativo e mecanismos
enzimaticos antioxidantes

O O, pode ser formado nos musculos
esqueléticos de varias maneiras!'>?!23:27;

e na cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial, devido ao vazamento de
elétrons, principalmente pelo
Complexo I e Coenzima Q;

e porenzimas como xantina oxidase, que
estao ativas quando predomina uma
baixa razao ATP/ADP tecidual e uma
alta concentracdo de Ca* intracelular.

e pelas enzimas NADPH oxidase e
citocromo P450 oxidase;

e através da ativacao de neutrdfilos e
macrofagos, que promovem a
inflamacio pos-exercicio, importante
para a remocéo de tecidos danificados
na processo de reparo.
pela presenca de ferro (na forma livre
ou ligado ao heme), que pode
converter o O," e H,0,, pela reacio
de Fenton, em *OH.

e omusculo esquelético também produz
oxido nitrico (NO), a partir do
aminoacido arginina, pela reacdo da
enzima 6xido nitrico sintase. O NO
pode reagir com O, ", formando
peroxinitrito, um intermediario estavel
que pode se decompor em um
poderoso oxidante, com reatividade
similar ao *OH.

Pelo fato dos radicais livres serem espécies
de alta instabilidade, uma forma deles
buscarem estabilidade é por via de ataque a
regides celulares especificas, principalmente
fosfolipidios de membranas celulares e
subcelulares, proteinas e DNA nuclear e
mitocondrial®.
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O processo de peroxidacao lipidica pode
iniciar-se em membranas celulares,
especialmente na membrana interna da
mitocondria, quando o radical hidroxila busca
abstrair o hidrogénio das ligacées CO H da
cadeia dos acidos graxos poli-insaturados. Esta
condicdo trara consequéncias homeostaticas
severas para a membrana, refletindo,
principalmente, na sua perda de integridade,
permeabilidade e fluidez®. No caso de
proteinas, os aminoacidos constituem-se no
alvo as espécies reativas de oxigénio, tendo
suas estruturas secundarias e terciarias
rompidas, com subsequente aumento de
hidrofobicidade. Os produtos formados das
oxidacdes dos lipideos (malondialdeidos) e
proteinas (grupamentos carbonila) podem ser
quantificados em espectrofotometro por
técnicas especificas laboratoriais, através de
dosagens realizadas tanto em amostras de
sangue quanto em musculo?. Na referida tese
de doutorado, pudemos certificar que ha uma
grande correlacdo entre aumento exacerbado
da sobrecarga de treinamento e diminuicéo
do tempo de recuperacao de animais
submetidos tanto a protocolos de exercicios
de corrida continua e intermitente, no que
diz respeito aos efeitos induzidos pelos radicais
livres nas estruturas de lipideos e proteinas.

Postula-se que a producao de radicais livres
torna-se muito maior durante o exercicio fisico
e no processo de envelhecimento. Porém, o
organismo humano possui um sistema
defensivo antioxidante celular para inibir a
peroxidacio lipidica de membranas, evitando,
assim também, que demais propriedades
biologicas sofram lesées e mudancas
homeostaticas drasticas®®. Yu? descreve que
o sistema de defesa antioxidante pode ser
classificado em primdrio e secunddrio, de
acordo com a acdo do reagente com o radical
livre: as defesas primarias interagem com as
espécies radicalares geradas diretamente do
oxigeénio, tal como o O, sendo que as
defesas secundarias combatem os radicais
livres originados da dismutacao do O,~. O
sistema de defesa primario ¢ compreendido
por vitaminas antioxidantes (vitaminas A, C
e E), dcido urico e enzimas antioxidantes
(superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase); o sistema de defesa secundario
envolve, basicamente, as enzimas lipoliticas
(fosfolipases) e enzimas proteoliticas (proteases
e peptidases).
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Os sistemas de enzimas antioxidantes
constituem o principal mecanismo de defesa
antioxidante intracelular que compete com a
producio de radicais livres. Eliminam o O~
e os hidroperoxidos que podem oxidar os
substratos celulares e previnem as reacoes em
cadeia dos radicais livres, diminuindo, assim,
a concentracao disponivel destes para iniciar
o processo degradativo.

A primeira defesa contra o radical O, ¢
a enzima superoxido dismutase (SOD). A
SOD, como ja apresentado, dismuta o radical
O, para formagao de HO, e O,:

20,7+ 2H* - O, + H,0,

Aliteratura sugere que a atividade da SOD
¢ mais pronunciada em musculos de elevada
capacidade oxidativa (maior porcentagem de
fibras do tipo I e Ila) em comparacdo com
musculos de baixa capacidade oxidativa (com
grande percentual em fibras do tipo I1b)**.

A enzima glutationa peroxidase (GPX)
cataliza a reducao de H,O, em H,O,
utilizando glutationa, na sua forma reduzida
(GSH), como substrato:

H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

A glutationa (GSH) ¢ um tripeptideo
formado pelos aminoacidos glicina, cisteina e
acido glutamico. Quando GSH é oxidada na
reacdo, havera a interligacdo de duas
moléculas do tripeptideo por uma ponte
dissulfeto, formando GSSG. Queda nos niveis
endogenos de GSH pode prejudicar as defesas
celulares contra a acdo toxica dos radicais
livres. As células integras mantém uma razao
elevada de GSH/GSSG para garantir a
disponibilidade de GSH. Para tanto, é
necessdria a constante regeneracéo do GSH,
que se dara por meio da acdo da enzima
glutationa redutase (GR)®.

GSSG + NADPH - GSH + NADP

A catalase (CAT) tem como funcio
principal a decomposicao do H,0O,:

2H,0, - 2H,0+ 0,

A distribuicdo da CAT ocorre em grande
concentracdo nos peroxissomas e em baixa
concentracdo nas mitocondrias’. Similar a
SOD e GPX, a CAT possui maior atividade
nos musculos de capacidade oxidativa mais
elevada'.

A formacao de radicais livres ocorre tanto
em uma situacdo metabolica basal quanto
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quando ha aumento da taxa respiratoria
mitocondrial. A sobrevivéncia celular frente
ao ataque dos radicais livres dependera de um
equilibrio entre os processos de producéo e de
eliminacdo das espécies reativas. Na
circunstancia de um desequilibrio destes dois
processos, havera a instalacio de uma condicao
de estresse oxidativo, onde prevalecera a
formacao das espécies radicalares'. Neste caso,
oacumulo de reacdes oxidativas induzira lesoes
severas em varias estruturas celulares. Contudo,
também ¢é bem estabelecido que os sistemas
de defesa antioxidantes séo capazes de adaptar-
se em resposta a exposicao cronica de oxidantes,
tal como visto no treinamento fisico®. A
modulacéo das enzimas antioxidantes parece
depender da concentracido e do tempo de
exposicdo celular frente as espécies reativas de
oxigénio'*'?. De acordo com Navarro-Arévalo
& Sanchez-del-Pino", fatores como o tipo,
intensidade e duracio do exercicio fisico sdo
fundamentais na modificacdo da atividade das
enzimas antioxidantes. Portanto, o treinamento
eficaz sera aquele que estimular a geracao de
espécies radicalares com concomitante
aumento da atividade enzimatica antioxidante,
evitando a instalacdo de um quadro de estresse
oxidativo®.
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Proteinas de estresse (HSPs) e
exercicio fisico

Como vimos, pelo fato dos radicais livres
serem espécies de alta instabilidade, uma forma
deles buscarem estabilidade ¢ por via de ataque
a membranas celulares e de organelas’.
Pesquisas recentes mostram que, em conjunto
com a acdo das enzimas antioxidantes, ha um
sistema de defesa secundario que auxilia a
atenuacdo dos eventos oxidativos induzidos
pelos radicais livres: ¢ o sistema das proteinas
de estresse (heat shock proteins — HSP)*%.
Essig & Nosek® relatam que a sintese de HSPs
poderia complementar a capacidade de defesa
enzimatica antioxidante pré-existente do
organismo quando proteinas intracelulares
sdo danificadas pelos radicais livres. As HSPs
teriam, nestas condicoes, a funcao de ligar-se
a estruturas peptidicas que estivessem
sofrendo ataque mediado pelos radicais livres
e, assim, evitariam que a proteina sofresse
total degeneracdo. Funcionariam, portanto,
como estruturas estabilizadoras de proteinas.
A Figura 1 mostra como as HSPs sdo transcritas
pelas células.

Aparentemente, em  condicoes
homeostaticas normais, as células apresentam,
no citoplasma, uma quantidade de HSPs

Trimero de HSFs
liga-se ao HSE
no niicleo,
ativando a
transcri¢do de
novas HSPs

Condi¢ao Normal

]

Condiciao de Estresse

Formacgao de estagio 2
um trimero
de HSFs HSPs ligam-se a
/—‘%J proteinas
estagio 3 desnaturadas
. Nivel de HSPs
. aumentado

estagio 4

HSF

0

nucleo

Figura 1.

o

Modelo especulativo para a ativacao do fator heat shock em condicao de estresse.
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conservadas, que funcionam como “satélites”
de localizacao de proteinas danificadas. Nestas
HSPs conservadas, existem fatores de ativacdo
nuclear de novas HSPs (os chamados fatores
heat shock — HSF) (estagio 1). Os HSFs, em
resposta a uma condico de estresse, tal como
o estresse oxidativo induzido pelo exercicio
fisico, desacoplam-se das HSPs (estagio 2) e,
ao formarem um trimero (tal como uma
chave de acesso a0 DNA nuclear) (estagio 3),
adentram-se no nucleo da célula e ativam o
elemento heat-shock (HSE), responsavel pelo
desencadeamento transcricional de novas
HSPs (estagio 4). A resposta transcricional de
HSPs parece ser proporcional a duracao e
severidade do estresse”'*%.

Parece existir uma situacio de dualidade
quando se analisa a acio das espécies radicalares
de oxigénio no organismo: a0 mesmo tempo
que os radicais livres de oxigénio iniciam o
processo de peroxidacdo lipidica de
membranas, eles também podem sinalizar a
sintese de proteinas de estresse para protecao
da célula aos danos celulares. Por exemplo,
numa condi¢io onde ha uma grande demanda
de hidrolise de ATP, como em contracdes
musculares repetitivas, ocorrera um aumento
da fosforilacdo oxidativa, resultando na
producio de espécies radicalares de oxigénio
e inducido de estresse oxidativo; a acdo dos
radicais livres podera causar fadiga muscular
por meio de desnaturacdo de proteinas do
mecanismo de liberacdo de calcio no reticulo
sarcoplasmatico; simultaneamente, os radicais
livres participardo em vias de sinalizacéo para
inducéo transcricional de HSPs, o que tendera
a induzir menores prejuizos por estresse
oxidativo em proteinas do reticulo
sarcoplasmatico em uma subsequente
atividade contratil similar®.

Assim, fica evidente que, para que haja
uma adaptacao positiva aos efeitos agudos do
treinamento fisico, ha a necessidade da célula
“vivenciar” uma situacio de estresse acima de
seu metabolismo basal. Mecanismos de
microlesdo e reparacéo celular sao ativados
pelos mesmos agentes estressores, de forma
que o sucesso adaptativo dependera de fatores
como intensidade, duracao e frequéncia do
estimulo imposto, da progressividade de
aplicacdo deste estimulo e do tempo de
recuperacdo entre uma sessio de treino
exaustiva e outra®. Desta forma, fica em aberto
mais uma funcdo das HSPs: sinalizar o

‘ RBCM vol. 13 n.3.p65 7

desencadeamento de sintese de proteinas
estruturais ao longo do processo adaptativo
ao treinamento fisico.

Vindo a contribuir com esta abordagem,
Davies et al.’, através de um estudo classico,
apontaram também que, apesar do exercicio
exaustivo resultar em decréscimo no controle
respiratorio mitocondrial, perda de
integridade do reticulo sarcoplasmatico e
aumento em produtos de peroxidacao lipidica,
as microlesoes induzidas por radicais livres,
em situacdo de treinamento cronico, podem
providenciar um estimulo para biogénese
mitocondrial como resultado de um
treinamento de endurance. Pesquisas futuras
poderiam observar qual seria um “limiar de
estresse” aceitavel para a ocorréncia de
adaptacoes musculares positivas, em virtude
do treinamento fisico, sem que hajam danos
celulares severos impostos pelo estresse
oxidativo. Se considerarmos que o nivel de
HSPs é proporcional a severidade de estresse
celular, métodos de quantificacao
simplificados das HSPs poderiam auxiliar, de
imediato, na intervencao das respostas de
estresse e dosagem das cargas de treinamento
fisico antes mesmo da ocorréncia da
sintomatologia lesiva.

Relacionando efeito especifico de
treinamento e tipo de fibra muscular, Smolka**
observou decréscimos significativos de HSP72
no musculo soleo (de fibras do tipo I) apos
treinamento continuo e no musculo
semitendinoso (de fibras do tipo II) apos
treinamento intermitente. Tais resultados sao
compativeis com os principios de adaptacéo
bioquimica do treinamento fisico, mostrando
que fibras com caracteristicas metabdlicas
especificas (fibras do tipo I hidrolisam ATP
mais lentamente e por um periodo de tempo
maior, enquanto que fibras do tipo II
hidrolisam ATP rapidamente, porém por curto
intervalo de tempo) adaptam-se de forma
mais rentavel quando submetidas a um
estimulo de treinamento que requer do
substrato metabolico mais disponivel. No caso
de organismos nao treinados, Hernando &
Manso'° relataram que ratos sedentarios
submetidos ao exercicio intenso tiveram
aumentos significativos de HSP72 no
miusculo séleo. Locke e colaboradores'
também enfatizam que o estresse criado
durante a pratica de um exercicio exaustivo
em esteira ¢ um estimulo suficiente para
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induzir sintese de HSP72 e HSP9O, tanto em
células do musculo soleo, células do baco e
linfocitos. Tais respostas regulatorias em
organismos sedentarios atuam como
estratégia para conter danos oxidativos
celulares ocasionados pelo estresse oxidativo
e pela incapacidade do sistema de defesa
antioxidante em conter a acéo das espécies
radicalares de oxigénio.

Contudo, os processos de adaptacdo ao
estresse imposto pelo exercicio tém suas
atividades de regulacao ocorrendo,
preponderantemente, no intervalo de
recuperacao entre as sessoes de treinamento
(imediatamente apos o exercicio até 24 horas
do término da atividade contratil), por
intermédio de expressio especifica de genes
que induzem sintese de HSPs'®. Tais resultados
revelam que a acao das HSPs é sequéncial
ap6s uma atividade contratil continua, sendo
como um mecanismo de compensacao celular
aos possiveis danos ocasionados pelo estresse
oxidativo, de forma que o tempo de
recuperacao de uma sessio de treinamento
para outra é de fundamental importancia para
a ocorréncia dos processos anabolicos.
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O desenvolvimento de metodologias
especificas para deteccdo de diferentes
condicoes de estresse torna-se fundamental,
principalmente no esporte de competicao de
alto rendimento. O estudo do comportamento
adaptativo das proteinas de estresse parece ser
uma forma plausivel de monitoramento do
treinamento fisico, uma vez que as HSPs sdo
os marcadores de estresse de mais imediata
expressdo no organismo. O referencial
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desta classe de proteina com a condicao do
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para deteccao de HSPs pode vir a contribuir
ndo apenas com as pesquisas em bioquimica
do exercicio, mas, sobretudo, na melhoria das
condicoes de planejamento das sessoes de
treino de atletas que estdo submetidos a
grandes sobrecargas fisicas.
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