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Resumo

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) é um fend-
meno bioldgico que ocorre durante a vida celular. Estes compostos
podem ativar vias de sinalizagdo envolvidas na regulagio do cresci-
mento, proliferacio, diferenciagio e apoptose. A presenca continua
de pequenos estimulos induzidos pelo exercicio provoca elevacoes
minimas nas concentragoes de espécies reativas de oxigénio, as quais
sdo hdbeis para induzir a expressio de enzimas antioxidantes e outros
mecanismos de defesa. O NF«B e MAPK sio duas grandes vias de
sinalizagio que podem ser ativadas em resposta s EROs induzidas
pelo exercicio, tanto agudo quanto crénico (treinamento). Embora
o papel destes compostos sobre a ativagio de enzimas antioxidantes
venha sendo investigado, os mecanismos intrinsecos da adaptacio
antioxidante permanecem obscuros.
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antioxidante.

Recebido em 29 de marco de 2012; aceito em 11 de junho de 2012.

Abstract

The generation of reactive oxygen species is a biological pheno-
menon which occurs during cell life. These compounds can activate
signaling pathways involved in regulating growth, proliferation,
differentiation and apoptosis. The continued presence of a small
stimuli induced by exercise, causes minimal elevations in concentra-
tions of reactive oxygen species, which are able to induce expression
of antioxidant enzymes and other defense mechanisms. The NFkB
and MAPK are two major signaling pathways that can be activated
in response to reactive oxygen species induced by exercise, both
acute and chronic (training). Although the role of these compounds
on the activation of antioxidant enzymes has been investigated, the
intrinsic mechanisms of antioxidant adaptation remain unclear.
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defense.
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Introducéio

A geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs) é um
fendmeno bioldgico que ocorre durante a vida celular. Du-
rante as tltimas duas décadas, muita atenciao tem sido dada
aos efeitos prejudiciais de EROs, como estresse oxidativo que
consequentemente pode provocar envelhecimento e diversas
patogéneses. No entanto, mais recentemente surgiram evidén-
cias de que EROs nio sdo apenas agentes prejudiciais para a
estrutura e fungio celular mas sao moléculas de sinalizacio que
regulam o crescimento, proliferacio, diferenciagao e apoptose
celular [1,2]. Algumas proteinas antioxidantes podem ser
rapidamente ativadas durante o estresse oxidativo induzido
por uma tGnica sessao de exercicio fisico [3], enquanto que
outras proteinas sao ativadas mais lentamente apés o treina-
mento fisico [4].

Existem evidéncias de que a presenga continua de pe-
quenos estimulos, que provocam clevagdes minimas nas
concentragdes de EROs sao hdbeis para induzir a expressao de
enzimas antioxidantes e outros mecanismos de defesa. A base
deste fendmeno pode ser explicada pelo conceito de hormese,
a adapracdo ao exercicio ocorre por meio de estimulos que
expdem a célula a baixas doses de oxidantes, mas sendo inibida
por altas doses do mesmo [2,5]. Neste contexto, EROs podem
ser benéficos, atuando como sinalizadores para aumentar as
defesas antioxidante do organismo [2].

A resposta adaptativa obtida com o treinamento fisico re-
sulta dos efeitos cumulativos de sessoes repetidas de exercicio,
onde a célula é exposta a baixos niveis de EROs durante cada
sessdo de exercicio [5]. Isto torna a célula mais resistente ao es-
tresse oxidativo, por pelo menos trés mecanismos: 1) aumento
da expressao [6] e atividade [7] de enzimas antioxidantes; 2)
redugio na produgio de oxidantes [8]; 3) Controle do fluxo
de elétrons mitocondrial [9]. Embora o papel de EROs sobre
a ativacdo de enzimas antioxidantes vem sendo investigado,
os mecanismos intrinsecos da adaptacio antioxidante per-
manecem obscuros.

Geragao de EROs

Os mecanismos de geragio de EROs durante o exercicio
fisico ocorrem em diversos compartimentos celulares, tais
como, mitocondrias, membranas e citoplasma.

Na mitocdndria, uma das formas de producio de EROs
durante o exercicio é devido a um escape de elétrons na cadeia
de transporte de elétrons (CTE). O escape de elétrons entre
o complexo I e ubisemiquinona e entre ubisemiquinona e o
complexo III parecem ser os responsdveis pela maior parte
dos superéxidos gerados [10]. Estudos in vitro mostram que
a CTE gera superdxido a partir da redugio univalente do
O,. Este unico elétron vem da redugio da ubiquinona que
em vez de aceitar outro elétron ¢ um préton para formar
ubiquinol, pode doar o seu elétron desemparelhado para o
0O,, formando superéxido. Salo ez al. [11] demonstraram que

a estabilidade da familia ubiquinona diminui com o0 aumento
da temperatura, e a transferéncia de elétrons ao longo da CTE
diminui enquanto a transferéncia eletrdnica direta ao oxigénio
(a reagio “vazamento”) aumenta, gerando mais superdxido
(OQ,"). Estima-se que de 2-4% do oxigénio consumido por
seres humanos seja reduzido a O, por mitocéndrias.

No citoplasma, a produ¢io de EROs durante o exercicio
exaustivo pode ser causada pela ativagio da enzima xantina
oxidase. O exercicio intenso pode causar isquemia fazendo
com que o ATP seja convertido em ADP, AMP, inosina e
hipoxantina. Sob tais condicoes a enzima xantina desidro-
genase intracelular (XDH) ¢é convertida em xantina oxidase
(XO), que utiliza 0 O, como aceptor de elétrons, gerando
diretamente O, e peréxido de hidrogénio (H,O,). Quando
o oxigénio ¢ reperfundido uma explosio de O, ¢ H,O,
ocorre. Tem sido argumentado que a XO pode desempenhar
um papel mais importante na producio de radicais livres do
que a CTE durante exercicios exaustivos [12]. No entanto ¢
mais provavel que ambos contribuam, dependendo do tipo,
intensidade e duracio do exercicio.

Nas membranas plasmdticas a produgio de EROs, espe-
cialmente em casos de exercicios excéntricos, é resultado da
migracio de neutréfilos e outras células fagociticas do organis-
mo como parte de uma resposta imune 2 lesdo tecidual [13].
Macréfagos e neutréfilos ativam a enzima NADPH oxidase
que em sua reagio oxida NADPH a NADD utilizando neste
processo o oxigénio como aceptor de elétrons, formando con-
sequentemente O,". Este superéxido em contato com 6xido
nitrico pode formar peroxinitrito. Ou entao pode sofrer agio da
SOD eser dismutadoa H,O,. O H,O, pode ser convertido em
HOCI, que em contato com Ferro ou outro H,0, pode gerar o
radical hidroxila. No entanto, o papel da resposta inflamatdria
e o dos neutréfilos ainda permanecem mal caracterizados.

O desequilibrio entre os mecanismos de produgio e de
neutralizagio das EROs, a favor da produgio, denomina-
-se estresse oxidativo. Este fendmeno natural é resultado de
uma incapacidade dos sistemas antioxidantes em combater a

producio adicional de EROs [10].
Sistema de defesa antioxidante

O sistema de defesa antioxidante ¢ constituido por pro-
tefnas enzimdticas como a Superéxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPX) e Tioredoxina
Redutase (TRX) (responsével pela manutencio dos grupos tiol
das proteinas); e por antioxidantes nao enzimdticos, como o
ascorbato (doador de elétrons), urato (sequestrador do radical
hidroxila e peroxila) glutationa reduzida (doador de elétrons
e precursora da GPX), tocoferol (doador de elétrons), flavo-
noides e carotenoides (supressores do oxigénio singlet) [14].

Mecanicamente a SOD dismuta 0 O,"a H,0,, sendo que
a CAT e GPX catalisam a degragao subsequente do H,0, a
H,O. No musculo esquelético, 15 — 35% da atividade da

SOD encontra-se nas mitocdndrias e o restante no citosol
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[15]. J4 as concentracoes da CAT sio mais elevadas nos
peroxissomas do que nas mitocdndrias [16]. A GPX tem
aproximadamente 45% de atividade no citosol ¢ o restante
na mitocondria [15], e parece demonstrar maior afinidade
com o H,O, em altas concentragoes [17].

Estudos reportaram que uma Unica sessio de corrida (70
min) ¢ capaz de aumentar a atividade das enzimas antioxi-
dantes no musculo esquelético de ratos [18], e também apds
uma sessio de nata¢io [19]. Contudo o treinamento fisico
tem também demonstrado aumento na atividade destas
enzimas em ratos apés corrida aerébia [20] e treinamento
resistido [21].

Sinalizagdo da biogénese mitocondrial

EROs podem ativar vias de sinaliza¢do envolvidas na
biogénese mitocondrial. EROs tém demonstrado induzir a
ramificacdo e alongamento do mtDNA (DNA mitocondrial).
O aumento no mtDNA foi acompanhado por uma indugao
na massa mitocondrial. Esta resposta parece ser mediada por
PGC-1a (coativador 1 alfa do receptor ativado por prolife-
rador de peroxissoma) ¢ NRF-1 (fator nuclear respiratério
1), pois a expressio de ambos aumenta apds tratamento
com LPS (lipopolissacarideos) [22]. Recentemente um es-
tudo demonstrou que EROs podem induzir o aumento da
atividade e expressio de PGC-la através de vias tanto de
MAPK-dependente como MAPK-independente (Proteina
Quinase Mitogénica Ativada) [23]. Estes dados demonstram
que EROs sdo agentes envolvidos no aumento da biogénese
mitocondrial. A ativacio da MAPK aumenta o mRNA (RNA
mensageiro) de PGC-1a.. Este fato é provavelmente mediado
por uma ativagio transcricional, haja vista que a ativagio da
MAPK leva a melhor atividade de PGC-1a. [24]. A regulacio
de PGC-1a, sua transcri¢do e tradugao, ¢ acompanhada pelo
aumento na atividade do DNA de NRF-1. Adicionalmente,
a ativagdo farmacoldgica cronica do MAPK resultou em au-
mentos das enzimas mitocondriais como citocromo ¢, citrato
sintase, e malato desidrogenase no musculo esquelético [25].
Assim, a ativacdo da MAPK parece ser outro importante
regulador da biogénese mitocondrial em condigoes de alta
demanda energética nas células musculares.

Fatores de transcri¢ao antioxidantes

Fatores de transcricio sdo proteinas adicionais exigidas pela
RNA polimerase para iniciar a transcrigio e sio responsaveis
pela regulacio da expressio génica. Um fator de transcricio
(chamado de fator de sequéncia especifica de ligagio ao
DNA) é uma proteina que se liga a sequéncias especificas de
DNA, assim, controla o fluxo (ou transcri¢io) da informagio
genética do DNA para 0 mRNA. O mRNA carrega infor-
magoes do DNA aos ribossomos, onde serve como molde
para a sintese de proteinas (sao intermedidrios no fluxo da
informacio genética) e sdo transcritos pela RNA polimerase

[26]. As moléculas de RNA sio sintetizadas a partir de moldes
do DNA (isso ¢ transcri¢do) e as proteinas sio sintetizadas a

partir de moldes de RNA (isso é tradugao) [27].

MAPK

A familia de proteinas MAPK ¢ composta por quatro
moédulos de sinalizagio no musculo esquelético: 1) quinase
extracelular (ERK) 1 e 2 (ERK1/2); 2) p38 MAPK; 3) c-Jun
N-terminal quinase (JNK) e 4) ERK5 ou grande MAPK.
Estes ramos de MAPK sio estimulados por citocinas, fatores
de crescimento e estresse celular e tém como fungio regular
vérias atividades celulares como a expressio genética [28].
Um papel importante de ativagio da MAPK pelo exercicio é a
regulagio da transcricdo do status redox no musculo esquelé-
tico. O estresse mecinico e metabdlico associado ao exercicio
aumenta a produc¢io de EROs que sio neutralizadas devido
a0 aumento na adaptacio antioxidante através da regulagio
de enzimas antioxidantes [29]. A atividade da MAPK pode
parcialmente mediar essa resposta. O H,O, induz a ativagio de
ERKSs, JNKs [30] e desencadeia a fosforilagio da p38 MAPK
aumentando o transporte de glicose no musculo esquelético.

ERK1/2 ¢ ativada rapidamente apés treinamento fisico
com diferente volume e intensidade [31]. Da mesma forma
que em humanos sedentdrios e treinados apds sessio de
ciclismo submdximo [32] e maratona [33]. A magnitude da
fosforilagio de ERK1/2 durante o exercicio correlaciona-se
com a intensidade do protocolo [32], e tanto exercicio de
endurance como resistido [34] podem aumentar ERK1/2.
Protocolos de exercicio intenso estimulam a transducio de
sinal através da via JNK [35]. A fosforilacio de JNK aumenta
linearmente com os niveis de forca muscular [36]. Portanto, a
tensio muscular total, em vez da duragio do estimulo parece
ser o modulador influente sobre a atividade de JNK.

Figura 1 - Via de sinalizacio envolvida na ativagio de MAPK ¢
PGC-10. induzida pelo exercicio fisico.
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NFkB

NFkB (Fator Nuclear Kappa B) é composto por cinco
membros, incluindo p50, p52, p65, RelB, e c-Rel. Evidéncias
sugerem que o heterodimero p50 e p65 sio os principais
responsaveis pela atividade de NFkB no musculo esquelético.
Contragoes musculares estimulam o reticulo sarcoplasmdtico
liberando célcio aumentando os niveis de EROs, que ativam
diversas vias de sinaliza¢o, incluindo MAPK. O aumento do
cdlcio intracelular, a acumulacio de EROs [38], e a ativagio
da MAPK [39] ativam o NFkB, levando & hipdtese de que o
exercicio também ativa o NFkB.

Alguns estudos demonstraram que uma tdnica sessdo de
corrida em esteira aumenta a fosforilagio de IKK, aumen-
tando a atividade do NFkB no musculo esquelético de ratos
[40,41]. O treinamento fisico também pode alterar a compo-
sicao e atividade do NFkB. Doze semanas de corrida resultou
em fosforilacio aumentada de IKK, sugerindo que a ativagio
do NFkB foi elevada apds o treinamento [29]. Diferengas na
atividade de NFkB apés o treinamento podem refletir a natu-
reza (intensidade, duragio e frequéncia) do exercicio realizado
ou a recuperagio entre as séries do exercicio.

NFkB responde a EROs aumentando a transcrigio de
pelo menos trés genes antioxidantes importantes, incluindo
MnSOD (SOD dependente de manganés), iNOS (6xido
nitrico sintase) e glutamilcisteina sintetase [42]. Assim, ¢
possivel que 0 aumento do NFkB verificado apés o exercicio
promova maior resisténcia celular ao estresse oxidativo.

Figura 2 - Via de sinalizacio envolvida na ativagio de NFkB
induzida pelo exercicio fisico.

Exercicio Fisico

Estresse Celular

<] L [

ﬁ‘ -'B SOD
s{tio
ranscrigdo geneTlco ibossomg < CA

AP-1

Outro fator de transcri¢o regulado pelo estado redox
intracelular, induzido pelo exercicio, € o ativador protéico 1

(AP-1). O AP-1 é um dimero expresso por dois genes, jun
e fos [27]. Uma das proteinas que possuem sua expressio
controlada pelo AP-1 é uma das subunidades da enzima
Glutationa S-transferase [5]. O AP-1 regula a expressio génica
em resposta a uma variedade de estimulos incluindo ERO:s.
Além disso, sua ligagio a0 DNA também ¢ controlada pelo
estado redox. Hollander ez al. [43] relataram que o AP-1 foi
aumentado no musculo esquelético de ratos apés um reali-
zagio de uma sessdo de exercicio de longa duragio (corrida).
O aumento de AP-1 ocorreu simultaneamente ao aumento

na expressio do mRNA de MnSOD.
Exercicio e adaptagao antioxidante

Alguns tecidos corporais, tais como, figado, coracio e
cérebro haja vista uma maior taxa de consumo de oxigénio,
expressam um ndmero maior de enzimas antioxidantes em
relagdo aos orgdos com menor consumo de oxigénio. A ativi-
dade de enzimas antioxidantes no masculo esquelético varia
amplamente em fungio dos tipos de fibra. Por exemplo, fibras
musculares tipo I possuem maior atividade antioxidante do
que as fibras tipo I1a e fibras tipo IIb [44]. E fato que a ativi-
dade contrétil pode causar um aumento na geracio de EROs
in vitro e in vivo [45,46]. Contudo a exposicao repetida das
células musculares ao estresse oxidativo é capaz de promover
uma adaptagio ao sistema de defesa antioxidante protegendo
contra potenciais danos oxidativos [6-8].

Entre as enzimas antioxidantes no musculo esquelético, a
atividade SOD tem sido consistentemente aumentada com o
treinamento de forma dependente da intensidade (caminha-
da/corrida) [47]. A MnSOD ¢ a principal responsdvel pelo
aumento observado na atividade da SOD total, enquanto a
atividade CuZnSOD (SOD dependente de cobre e zinco) pa-
rece pouco afetada [47,48]. Na atividade da GPX também tem
sido demonstrado um aumento apds o treinamento aerébio
(corrida) [49]. Da mesma forma, uma sessio extenuante de
natacio demonstrou induzir aumento da SOD no miocérdio
e no diafragma de ratos [50].

Ha4 algumas evidéncias de que a adaptacio antioxidante
ocorra devido a expressio proteica, com os niveis da proteina
e seu mRNA sendo aumentados com o treinamento. No
entanto, os dados sio limitados e controversos. Por exemplo,
em alguns estudos a atividade e a expressio da MnSOD au-
mentaram com treinamento aerébio (corrida) nos musculos
de ratos, mas a expressio do mRNA da MnSOD nao foi afe-
tada [51]. J4 a expressio do mRNA de CuZnSOD foi elevada
com o treinamento, com nenhuma mudanga na expressio da
proteina [52]. Geralmente mRNAs tém uma meia-vida curta
e nos estudos citados acima o tecido muscular foi recolhido
entre 24h e 48h apés o exercicio. Pode-se concluir que o
mRNA pode aumentar apenas transitoriamente apds sessoes
Unicas de exercicio. Em contraste com a atividade da SOD, a
literatura é bastante limitada em relagio a regulagio génica da
GPX e CAT. Os dados disponiveis indicam que os niveis do
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mRNA da GPX de ratos treinados nio sao diferentes daqueles
em ratos controle [52].

A adaptagio ao treinamento de enzimas antioxidantes é
fortemente influenciada por uma série de fatores fisiolégicos
e ambientais. Resumidamente, ratas demonstraram menor
extensao no dano oxidativo muscular induzido pelo exercicio
e melhor adaptacio ao treinamento (corrida) do que ratos,
possivelmente devido ao efeito antioxidante do estrogénio
[53]. Animais e humanos idosos geralmente mostram uma
escala menor de adaptacio antioxidante do que jovens in-
dividuos exercitando em uma carga de trabalho semelhante
[54]. A razao para esta discrepincia pode estar relacionada
com mudancas em ambos os sistemas de defesa antioxidante
e a capacidade de transdugio de sinal.

Expressao de genes antioxidantes regulados pelo
exercicio

O primeiro a reportar a ativagao de JNK, ERK1 / 2, p38
MAPK no musculo esquelético de ratos apds uma sessio de
corrida em esteira foi Goodyear ¢z al. [31]. Este grupo mos-
trou posteriormente que p42 e p44MAPK (ERK1 / 2) foram
fosforiladas apés exercicio em cicloergometro no masculo
humano, juntamente com a ativagio de MEK1 e Raf-1 [55].
Desde entao, alguns estudos tém mostrado que a MAPK pode
ser ativada pela atividade contrdtil em musculoesquelético
[55,56]. Os sinais que desencadeiam a ativagio da MAPK
tém sido atribuidos a uma variedade de estimulos fisioldgicos
associados ao exercicio, incluindo libera¢io hormonal, libe-
racio de cdlcio, atividade neural, e forca mecinica [57]. No
entanto, a influéncia do exercicio sobre as enzimas da familia
MAPK de forma individual e suas integragbes em outras vias
de sinalizacdo sao ainda discretas.

Comparado 3 MAPK, o conhecimento sobre o efeito do
exercicio na sinalizacdio do NFkB é relativamente limitado.
Hollander ez al. [43] demonstraram pela primeira vez que
NFxB foi significativamente elevado em musculo-esquelético
apds uma sessio de exercicio prolongado (aproximadamente
60 min de corrida). O aumento de NFkB foi acompanhado
pelo aumento na expressio do mRNA de MnSOD no mis-
culo exercitado. Ji et al. [41] realizaram uma série de expe-
rimentos para analisar a cascata de sinalizacio de NFkB em
resposta ao exercicio. Estes autores encontraram niveis mais
elevados de NFkB apés o exercicio (corrida até a exaustdo),
juntamente com aumento da atividade de IKK e acumulacio
de p50 no nucleo celular. Em um estudo recente, Ho ez al.
[40] relataram que a ativagdo NFkB foi elevada no séleo (fibras
tipo I) e no gastrocnémio (fibras tipo II) durante 60 min de
corrida em esteira, acompanhado por fosforilacio de IKK.
Em ratos adultos, a atividade basal do NF«kB foi duas vezes
maior no séleo e no diafragma em relagio ao gastrocnémio e
trés vezes maior no séleo em comparagio ao extensor longo
dos dedos. Esses dados indicam que a ativagio do NFkB ¢
dependente do tipo de fibra muscular. Estas diferengas po-

dem refletir as concentracoes das enzimas antioxidantes nas
diferentes fibras musculares A ativacio de NFkB também
parece ser influenciada pelo estado metabélico da célula
muscular [58]. Durham ez 2/ [59] mostraram que os niveis
de NFxB foram reduzidos abaixo do nivel pré exercicio apds
uma sessio de exercicio resistido extenuante, mas retornando
ao nivel basal apés uma recuperagio de 60 min. Sugerindo
que a contragio muscular é provavelmente necessdria para
ativa¢io desta via de sinalizagao.

Concluséo

A geracdo de EROs durante a contracdo muscular tem
um papel importante na adaptagido do musculo ao estresse
oxidativo induzido pelo exercicio, ativando vias de sinaliza-
¢do de enzimas antioxidantes e outras proteinas vitais para a
célula. O NF«kB e MAPK sdo duas grandes vias de sinalizagio
que podem ser ativadas em resposta as EROs induzidas pelo
exercicio. Tanto o exercicio agudo quanto o treinamento
ativam essas vias de sinalizagio. Contudo, o treinamento
fisico parece ser capaz de promover resisténcia celular ao
estresse oxidativo prolongando a adaptacio antioxidante.
Além disso, a existéncia de multiplos sitios redox-sensiveis
nos genes antioxidantes sugere que a ativagio sinérgica e
interacdo de diversos fatores de transcricio sio requeridos
para garantir a exatiddo da expressio genética de enzimas
antioxidantes.
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