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Resumo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) surgem da instabilidade de seus elétrons desemparelhados, o que gera alto potencial de
reatividade com moléculas bioldgicas. O ataque que é proporcionado possibilita oxidacdo de estruturas de membranas celulares e até mesmo do
acido desoxirribonucléico (DNA). Em situagdo extrema, observa-se a instalagdo do quadro de estresse oxidativo, caracterizado, sobretudo, pela
diminuigdo da atividade do sistema antioxidante. O exercicio fisico pode ser uma estratégia para elevar os niveis antioxidantes e contribuir com a
melhoria de rendimento fisico.

Unitermos: Radicais livres. Atividade antioxidante. Exercicio fisico.
Abstract

The reactive oxygen species (ROS) arise from the instability of their unpaired electrons, which generates high potential reactivity with
biological molecules. The attack is provided which enables oxidation of cell membranes and structures even deoxyribonucleic acid (DNA). In an
extreme situation, we observe the onset of the oxidative stress, mainly characterized by the reduced activity of the antioxidant system. Exercise
can be a strategy to increase antioxidant levels and contribute to the improvement of physical performance.
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Introducao

Radicais livres sdo espécies quimicas independentes, que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados. Isto implica em uma grande instabilidade e, freqiientemente, elevada reatividade. Como
necessitam completar seus pares de elétrons para se estabilizarem, comportam-se ou como receptores
(oxidantes) ou como doadores (redutores) de elétrons. Nesta definicdo incluem-se os atomos de hidrogénio,
varios ions metdlicos de transicdo (ferro e cobre) e o oxigénio molecular (Halliwell, Gutteridge, 1989). O
objetivo desta revisdo é mostrar como as espécies reativas originadas do oxigénio — espécies reativas de
oxigénio (EROs) — podem causar alteracdes em propriedades celulares, induzindo um evento classificado
como estresse oxidativo. Também, ilustraremos como o organismo consegue, através do exercicio fisico,

elevar a capacidade de seu sistema de defesa antioxidante.

Formacao das EROs

O oxigénio molecular (02) possui dois elétrons desemparelhados, localizados em dois orbitais p*2p. Esses
elétrons tém spins iguais, tornando o O2 bastante estavel, pois restringe sua reducdo ou a moléculas que
possuam dois elétrons de spins antiparalelos ou a uma redugdo univalente, com um elétron de cada vez. A
este fendbmeno chamamos restricdo de spin. Esta restricao limita a reatividade do oxigénio, permitindo que
em uma atmosfera de 21% de O2, como a da Terra, ocorram moléculas constituidas de cadeias carbonicas
altamente reduzidas (Halliwell, Gutteridge, 1989). Nos organismos aerobios, o 02 é utilizado nas
mitocOndrias como aceptor final de elétrons na cadeia respiratéria, sendo reduzido a H20 no complexo IV ou

citocromo a3. Por forca da restricao de spin, o O2 sé pode ser reduzido unieletronicamente (ver Figura 1).



As quatro etapas de reducdo ocorrem no interior do complexo IV mitocondrial, liberando H20 como Unico
produto final da reacdo. No entanto, estd bem documentado na literatura que cerca de 5% do oxigénio
consumido é reduzido ao radical anion superdxido (O2-.), uma forma muito comum de formagdo de radicais
livres nos meios bioldgicos. O exercicio fisico aumenta em torno de 25 vezes o volume de oxigénio total
consumido (VO2) e 100 vezes nas fibras musculares ativas (Astrand, Rodahl, 1986; Sjodin et al., 1990),
permitindo que o O2- possa ser formado de varias maneiras (Beckman et al., 1990; Sjodin et al., 1990;
Jenkins, Goldfarb, 1993; Reid, 1996; Tiidus, 1998):

e Cadeia de Transporte de Elétrons — Uma das principais fontes de O2-. é o vazamento de
elétrons que ocorre na cadeia respiratéria mitocondrial. Sabe-se que cerca de 5% do oxigénio
consumido pelas mitocondras geram O2-., principalmente nos complexos I (NADPH-ubiquinona
oxidoredutase) e complexo III (citocromo c redutase).

e« Enzima Xantina Oxidase — As reacOes catalisadas pela xantina oxidase mostram-se uma fonte
importante de O2-., principalmente durante situagbes de isquemia/reperfusdo, quando ocorre
grande producdo de hipoxantina. Durante exercicios intermitentes de alta intensidade, quando a
velocidade de quebra do ATP excede a da fosforilagdo do ADP, pode ocorrer acimulo de ADP na
musculatura. A fim de manter uma razao ATP/ADP alta, a enzima adenilato quinase catalisa a
seguinte reacdo: ADP + ADP ® ATP + AMP. A desaminagdo subseqiente do AMP a IMP é
importante para permitir a ressintese de ATP por essa via. O IMP ¢é transformado em hipoxantina.
Em situagBes normais a hipoxantina é degradada a acido Urico pela acdo da forma desidrogenase da
enzima, que utiliza NADP+ como aceptor de elétrons. Porém, em baixas concentraces de O2 e altas
concentracdes intracelulares de Ca2+, a enzima é transformada na sua forma oxidase, que
utiliza O2 como aceptor de elétrons, produzindo também O2-. no final do processo (Sjodin et al.,
1990).

¢ Neutrofilos e Resposta Inflamatoria (NADPH oxidase) — Neutrdfilos polimorfonucleares sdo
células sangliineas que possuem a funcdo de promover a inflamagdo pods-exercicio, importante para
a remocdo de proteinas danificadas e restos celulares e reparo do tecido danificado. Dessa forma,
quando recrutados para o foco da infecgao, liberam primordialmente dois fatores, lisoenzimas e O2-
.. A produgdo de O2-. pelos neutrdfilos ocorre através da reducdo univalente do O2 na presenga de
NADPH, numa reacdo catalisada pela enzima NADPH oxidase, num processo conhecido
como burst respiratorio.

e Musculo Esquelético - O musculo esquelético produz déxido nitrico (NO) a partir do aminoacido
arginina, pela reagdo da enzima &xido nitrico sintase. O Oxido nitrico pode reagir com O2-.,
formando peroxinitrito, um intermediario instavel, de alta reatividade (Reid, 1998). Evidéncias
experimentais mostram que o NO pode influenciar no balango oxidante/antioxidante intramuscular
(Reid, 1998; Reid, 2002).

A superoxido dismutase (SOD), uma enzima do sistema de defesa antioxidante catalisa a dismutacdo de

duas moléculas de 02°-, formando H202, uma espécie nao radicalar, considerada como um agente oxidante



fraco (reacdo 1). Contudo, H202 tem a propriedade de atravessar facilmente membranas celulares e a unido
com um elétron proveniente de metais de transigao, Fe2+ ou Cu+ da origem ao radical hidroxila (‘OH), uma
das espécies radicalares existentes mais reativas (reacdo 2) (Ryan, Aust, 1992; Jenkins, Goldfarb, 1993).

20;" + 2H* - 03 + H:0; (1)
Fe(ll) + H202 — Fe(lll) + OH- + "OH (2)

A mitocondria é o sitio subcelular para os estdgios finais da maioria dos eventos oxidativos bioldgicos.
Relembrando que a oxidacdao ocorre por adicdo de oxigénio, remocdo de hidrogénio ou transferéncia de
elétrons, a origem primaria da producdo metabolica de radicais relaciona-se juntamente com a fase de
transferéncia de elétrons. A oxidacao mitocondrial normalmente se da por quatro reacGes de transferéncia
de elétrons, conforme ilustra a Figura 1. O substrato doador de elétrons é sempre uma coenzima reduzida,
tendo-se como aceptor final de elétrons o oxigénio. Os transportadores de elétrons, na sua maioria,
possuem natureza protéica e grupos prostéticos associados a cadeia polipeptidica. A NMADH desidrogenase,
que oxida NADH, tem como grupo prostético a flavina mononucleotidio (FMN), derivada da riboflavina.
As proteinas ferro-enxofre dos complexos I, II e III sdo apenas transportadoras de elétrons, ndo recebendo
prétons. Os elétrons sdo recebidos pelos atomos de ferro, que oscilam entre as formas Fe2+ e Fe3+ de
acordo com os estados de redugdo ou oxidacdo. A coenzima Q tem fungdo imprescindivel no transporte de
elétrons, pois as suas caracteristicas hidrofobicas permitem mobilidade em membranas lipidicas,
diferentemente dos outros componentes da cadeia, que tém posicoes fixas. Os citocromos diferem-se
quanto ao grupo prostético e a sua forma de ligacdo na cadeia protéica. A organizagao dos citocromos na
cadeia de transporte de elétrons esta intimamente relacionada com a possibilidade de realizacdo da reacdo
final - o recebimento dos elétrons pelo oxigénio e a ligagdo com prétons do meio, formando agua -, pelo

fato do citocromo a3 ser o Unico capaz de reagir diretamente com o oxigénio (Antunes Neto, 1998).



NADH
i

FMN

Fe.S

CoQ ¢m |[Fe.S —— FAD|— Succinato

|

citb
!
Fe. 5

cit ¢1 cita

!

citc — [¢ita;| —0,

Figura 1. Complexos componentes da cadeia transportadora de elétrons

Complementando, a formagdao de radicais livres pode resultar em falha do transporte de elétrons
realizado pela coenzima Q, a qual reduz oxigénio molecular univalentemente, formando radicais O2-. (Lawler
et al.,, 1997). O radical 02-. é rapidamente convertido a 02 e H20 pela enzima superdxido dismutase,
localizada no espaco da matriz mitocondrial. O H202 é removido pela acdo das duas outras enzimas
antioxidantes: a glutationa peroxidase (GPX), encontrada principalmente na mitocdndria e citosol, e
a catalase (CAT), presente nos peroxissomas. A funcdo das enzimas GPX e GR (glutationa redutase) é
induzir a remocdo de H202. GSH (glutationa reduzida) é reduzida a glutationa dissulfeto (GSSG) através da
GPX e, durante o processo de reducdo de H202 a H20 e O2, a GSH é restabelecida pela GR. A CAT também
atua nas reagoes de reducdo, s6 que em sitios externos ao meio mitocondrial (Figura 2). A formacdo das
espécies reativas de oxigénio e a possivel acdo destrutiva oxidativa podem se dar quando ha a inibicdo do
sistema enzimatico antioxidante, uma vez que SOD é inibida por H202 e por certos metais transitdrios, o que
propicia a formacao de radicais hidroxila (OH"), para os quais 0 organismo ndo possui um sistema defensivo
disponivel (Antunes Neto, 1998).
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Figura 2. A relagdo do metabolismo intermediario com o potencial de estresse oxidativo

Como os radicais livres sao espécies de alta instabilidade, atacam regides celulares especificas,
principalmente fosfolipidios de membranas celulares e subcelulares, proteinas e DNA nuclear e mitocondrial,
com o objetivo de se estabilizar (Halliwell, Guteridge, 1989). A oxidacdo de lipideos, processo conhecido
como peroxidagdo lipidica, pode iniciar-se em membranas celulares e sub-celulares, especialmente na
membrana interna das mitocondrias, quando o .OH abstrair o hidrogénio das ligagdes C34H da cadeia dos
acidos graxos poliinsaturados. Os carbonos dos fosfolipidios, uma vez oxidados, passam a possuir elétrons

desemparelhados, desencadeando as seguintes reagdes em cascata mostradas na Figura 3.
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Figura 3. O processo de propagacdo da atividade do anion superdxido. Adaptado de Jenkins e Goldfarb (1993)



Os radicais lipidicos desemparelhados (L-) rearranjam-se molecularmente em dienos conjugados, que ao
reagir com O2 formam radicais perdxi (LOO-); radicais peroxi, pelo fato de serem oxidantes potentes,
abstraem um segundo atomo de hidrogénio de um acido graxo adjacente, dando continuidade aos processos
degenerativos na membrana. Assim, o radical iniciador comega um processo autocatalitico, que converte a
maioria dos acidos graxos dos fosfolipidios das membranas em hidroperdxidos. Os hidroperdxidos lipidicos
formados, na presenca de Fe2+, podem ainda ser oxidados a radicais alcoxi (LO-), vindo a sofrer quebra na
ligacdo C 34 C seguinte e originar aldeidos de baixo peso molecular (malonaldeido, b-hidroxinonenal e
hidrocarbonetos, como etano e n-pentano). Esses aldeidos de baixo peso molecular reagem com &acido
tiobarbiturico (TBA), formando complexos que podem ser quantificados em virtude da coloragdo obtida. Tais
complexos, utilizados como biomarcadores de peroxidagao lipidica em sistemas bioldgicos (tecidos e plasma)
sdo medidos por espectrofotometria ou por fluorescéncia (Yagi, 1976; Ohkawa et al., 1979). A peroxidagao
lipidica traz conseqiiéncias homeostaticas severas para as membranas atacadas, refletidas, principalmente,
na perda de sua integridade, devido a alteracdo na sua permeabilidade a ions e pequenas moléculas e perda

nas suas caracteristicas de fluidez (Halliwell, Guteridge, 1989).

No caso das proteinas, os aminoacidos também constituem-se num alvo importante da agao das EROs,
tendo suas estruturas secundarias e terciarias rompidas, com subseqiiente aumento de hidrofobicidade e
perda de fungdo. O .OH é particularmente proteotdxico, pois pode reagir com o carbono a de qualquer
aminoacido (Halliwell, Guteridge, 1989). Além de modificar a funcdo protéica, sua oxidagdo também pode
marca-las para serem degradadas em peptideos e, eventualmente, em aminoacidos. Muitos produtos
associados com perda ou alteragdo morfofuncional protéica podem ser obtidos apds ataque oxidativo de
EROs, entre eles hidroxilacdo de aminoacidos aromaticos, oxidacao de aminoacidos que possuem enxofre

(cisteina), peroxidagdo de aminoacidos alifaticos e formagdo de grupos carbonila (Dean et al., 1987).

Detalhes funcionais do sistema de defesa antioxidante

A atividade bioldgica das EROs é limitada por uma série de antioxidantes enddgenos e proteinas
relacionadas ao estresse (Buczynski et al., 1990; Goldfarb, 1993; Smolka et al., 2000; Reid, Durham, 2002).
Os principais sistemas de defesa enddgenos compreendem as vitaminas antioxidantes (vitaminas A, C e
E),dcido drico, glutationa reduzida (GSH), grupamentos sulfidrila livres e enzimas antioxidantes (superoxido
dismutase, catalase e sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase). As enzimas antioxidantes
constituem o principal mecanismo de defesa antioxidante intracelular, pois eliminam O2-, H202 e
hidroperdxidos que poderiam oxidar os substratos celulares, prevenindo as reacGes em cadeia dos radicais
livres, através da diminuicdo na concentracdo disponivel destes para iniciar o processo (Yu, 1994).

A primeira defesa contra o radical O2'- é a enzima superdxido dismutase (SOD). A SOD, como ja
apresentando, dismuta o radical O2'-, formando H202 e 02. Nos mamiferos, existem duas isoenzimas de
SOD; a Cu-Zn-SOD, que localiza-se primariamente no citosol e a Mn-SOD encontrada de forma mais

pronunciada na matriz mitocondrial (Halliwell, Gutteridge, 1989). Ambas enzimas catalisam a dismutagdo do



radical O2:- com eficiéncia similar (Powers et al., 1999). A literatura indica que a atividade da SOD é mais
pronunciada nos musculos com capacidade oxidativa elevada (maior porcentagem de fibras do tipo I e Ila),
em comparagao com musculos com baixa capacidade oxidativa (com grande percentual em fibras do tipo
IIb) (Criswell et al., 1993; Powers et al., 1994). O H202¢é desidratado enzimaticamente a H20 e

02 molecular pela enzima catalase (CAT), conforme mostrado abaixo:

2 H202 > 2H:0 + O3

A CAT é encontrada, sobretudo, nos hepatdcitos e eritrécitos, estando presente em grandes
concentragdes nos peroxissomas e em baixas concentragdes nas mitocondrias (Halliwell, Gutteridge, 1989).
Sua atividade também é maior nos musculos com capacidade oxidativa mais elevada (Powers et al., 1994).
A outra enzima responsavel pela detoxificagdo do H202, glutationa peroxidase (GPX), tem menos
especificidade para o substrato, reduzindo também hidroperdxidos a alcool. O km para H202 da CAT e GPX
também sdo diferentes. Enquanto a GPX atinge sua Vmax em baixas concentracées, a CAT so atinge sua
velocidade maxima de catdlise em altas concentragdes de H202 (Powers et al., 1999). Nas duas reagdes

catalisadas pela GPX, a glutationa reduzida (GSH) funciona como doador de elétrons:

H20:2 + 2GSH — GSSG + 2H:0

A glutationa (GSH) é um tripeptideo formado pelos aminoacidos glicina, cisteina e acido glutdmico.
Quando GSH ¢é oxidada pela reacao da GPX, ha a interligagdo de duas moléculas do tripeptideo por uma
ponte dissulfeto, com formacdo de glutationa oxidada (GSSG). Queda nos niveis de GSH pode prejudicar as
defesas celulares contra a acdo toxica dos radicais livres. As células integras mantém uma razdo GSH/GSSG
alta. Para isso, a GSSG formada é reduzida novamente a GSH, as custas de NADPH, pela acao da

enzima glutationa redutase (GR):

GSSG + NADPH + H* —» GSH + NADP+

Em muitos tecidos, o NADPH é produzido pela enzima glicose-6 fosfato desidrogenase. Contudo, na
musculatura esquelética a via principal advém da acdo da enzima isocitrato desidrogenase (Powers et al.,
1999). A atividade da GPX é variada, estando presente tanto nas fibras musculares mais oxidativas (tipo I)
quanto nas mais glicoliticas (tipo IIb) (Ji et al., 1988). Similarmente a SOD, GPX esta localizada no citosol e
na mitocondria. No musculo esquelético, aproximadamente 45% da atividade da GPX é encontrada no
citosol, sendo que os demais 55% de atividade ocorrem na mitocondria (Ji et al., 1988). A GR possui uma
distribuicdo similar a GPX. Embora ndo seja considerada uma das enzimas principais do sistema enzimatico

antioxidante, ela é fundamental para a atuacao normalizada da GPX.

Estresse oxidativo, sistema enzimatico antioxidante e exercicio fisico



Embora a maior parte do oxigénio combine-se com hidrogénio formando agua, cerca de 4% a 5% de
oxigénio formardo radicais O2°- com os elétrons que escapam da cadeia respiratéria (Jenkins, Goldfarb,
1993). Esta situacdo de vazamento de elétrons tem maior ocorréncia quando ha um aumento
desproporcional no consumo mitocondrial de oxigénio, circunstancia que também confere uma elevagdo na
producdo de radicais livres. Portanto, existe uma relacao diretamente proporcional entre aumento na taxa
respiratéria mitocondrial e indugdo na produgdo de espécies reativas de oxigénio, principalmente em casos
que envolvem treinamento de resisténcia aerdbia utilizando-se métodos intervalados intensivos (Criswell et
al., 1993). A explicacdo para tal fato parece relacionar-se com o elevado consumo total de oxigénio durante
o intervalo da atividade, o que favorece a ocorréncia de um processo conhecido por isguemia-
reperfusdo (Alessio, 1993). Fica evidente que a sobrevivéncia celular frente ao ataque dos radicais livres
dependera de um equilibrio entre os processos de producdo e de eliminacdo das espécies reativas. Qualquer
circunsténcia que desequilibre estes dois processos induzird a instalagdo de estresse oxidativo, quando
prevalecera a formacdo de oxidantes aos antioxidantes (Alessio, 1993). Neste caso, o acimulo de reacoes

de oxidagdo pode induzir alteracOes severas em varias estruturas celulares.

A acdo das EROs sobre o sistema enzimatico antioxidante parece ter relagdo direta com seu nivel de
producdo (Alessio, 1993; Smolka et al., 2000). Varios trabalhos da literatura mostraram que individuos ou
animais adaptados a um protocolo de treinamento possuiam niveis mais elevados de enzimas antioxidantes
e certos oxidantes ndo enzimaticos no musculo, demonstrando uma resisténcia maior ao estresse oxidativo
induzido pelo exercicio fisico (Sen, 1995; Radak et al., 1999; Smolka et al., 2000). Por outro lado, varios
autores também mostraram um efeito inibitorio na atividade dessas enzimas numa situacdo de exercicio
exaustivo, com aumento na concentragao de produtos de ataque oxidativo (Davies et al., 1982; Sjodin et al.,
1990; Ji et al., 1992; Smolka et al., 2000). A modulagdo dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos em
resposta ao treinamento fisico tem sido descrita principalmente para o treinamento de endurance,
caracterizado por volumes maiores e intensidades moderadas (Alessio, Goldfarb, 1988; Ji et al., 1988;
Laughlin et al., 1990; Criswell et al., 1993; Sen et al., 1994; Powers et al., 1994; Tiidus, 1998). Ja o
treinamento de alta intensidade raramente é abordado quanto a sua influéncia sobre a modulacao da defesa
antioxidante, sendo pobremente descrito, com resultados ainda discrepantes.

Powers e colaboradores (1994) mostraram que ratos treinados exibiam alteracbes na atividade de
enzimas antioxidantes especificas para cada musculo, encontrando também relacdo entre duracdao das
sessOes de treinamento maiores do que 60 min com o aumento da atividade da SOD no musculo sdleo e da
GPX no musculo gastrocnémio vermelho. Criswell e colaboradores (1993) compararam um treinamento
intervalado (a aproximadamente 80-95% do VO2max) com um treinamento continuo de menor intensidade
(70% do VO2max), identificando aumentos na atividade da GPX no musculo séleo apenas para o grupo
intervalado, enquanto a SOD teve sua atividade no musculo séleo aumentada para os dois tipos de
treinamentos. Atalay e colaboradores (1996) observaram aumentos nos niveis de glutationa total e nas
atividades das enzimas GPX e GR em musculos de fibras rapidas e mistas de ratos submetidos a um

treinamento de alta intensidade. Hellsten e colaboradores (1996) observaram em humanos aumentos nas



atividades das enzimas GPX e GR no musculo apds 7 semanas de treinamento intermitente de alta
intensidade em bicicleta. Resultados prévios de nosso laboratério mostraram que apds 8 semanas, o
treinamento deendurance foi mais eficiente que o treinamento intermitente em aumentar a atividade das
enzimas CAT e GR no miusculo séleo de ratos, com um efeito inverso sobre a atividade da enzima citrato
sintase como marcador de capacidade oxidativa. Ou seja, o treinamento de endurance induziu um aumento
menor na capacidade oxidativa que o treinamento intermitente, sugerindo que durante esse tipo de
treinamento as proprias enzimas pudessem estar sendo atacadas pela maior quantidade de EROS formada
(Smolka et al., 2000).

Consideracoes finais

O esporte de alto rendimento submete o organismo a niveis de esforcos fisicos aos quais, em condigdes
do cotidiano, os sujeitos ndo vivenciardo. A probabilidade de instalagdo de quadros lesivos é uma constante
na vida esportiva. A monitoragdao dos niveis de estresse oxidativo, através da dosagem de enzimas
antioxidantes e de indices de desintegragdo de estruturas protéicas e lipidicas das membranas bioldgicas,
permite estabelecer pardametros de modulacdo das cargas de treino e, conseqiientemente, modulacdo da

intensidade dos esforgos.
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