Referat general JM.B.

STRESULUI OXIDATIV IN EFORTUL FIZIC INTENS

Sef lucr.dr.Nicoleta T ausl, dr. Laurian Taus’,as.univ.dr. Mirela Doneal,

dr. Monica Potrovi;a3 , as.univ.dr. Daniela Marinescu’, sef lucr.dr. Ligia Neica'
'Universitatea “Transilvania” din Brasov- Facultatea de Medicina

2Spi‘[alul Clinic de Urgenta Brasov

3Direc‘gia Sanitard Veterinara si pentru siguranta alimentelor Brasov

Abstract:

Evidence of oxidative stress in horses has been described in reports dealing with intense and
endurance exercise. Oxidation provides energy for maintenance of cellular integrity and functions. Most of
the consumed oxygen forms carbon dioxide and water; however, 1 to 2% of the oxygen is not completely
reduced and forms reactive oxygen species.

In thoroughbred race horses, as in other species subjected to physical activity, there is a rise in the
imbalance between free radical production and antioxidant agents which leads to oxidative stress. This stress
may produce damage in several bio-molecules creating metabolic alterations affecting physical performance.
The aim of this study was to find possible relationships between physical exercise and oxidative stress in
trained horses.
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Introducere In acest mod, se configureazi o reactie
Stresul oxidativ este o consecintd a in lant, necontrolatd, ce poate provoca pagube
ruperii echilibrului dintre substantele prooxidan-  biologice substantiale in organism.
te (radicalii liberi) si cele antioxidante. Un radi- Sistemul antioxidant de aparare a orga-
cal liber este un atom sau o grupare de atomi, nismului are rolul de a proteja celulele de
dintre care unul contine un electron impar, pe excesul de ROS si este format dinntr-o compo-
stratul extern al invelisului de electroni. nentd endogena (bilirubina, acid uric, superoxid
Fiind o configuratie extrem de instabila, dismutaze, catalaze, glutation peroxidaza etc.) si
radicalii liberi reactioneaza rapid cu alte mole- una exogena (carotenoizi, tocoferoli, ascorbat,
cule sau cu alti radicali, pentru a realiza o confi- bioflavonoizi etc.).
guratie stabila de patru perechi de electroni pe
invelisul extern (o pereche pentru hidrogen). Stresul oxidativ in efortul fizic
Cénd un atom are electroni mai putini, Incepand cu descoperirile lui Dillard in
atunci protonii, cu o ncarcatura electrica poziti- 1978, referitoare la peroxidarea lipidelor in urma
va vor fi in exces, fatd de incarcatura negativd, unui efort aerob acut, cercetarile legate de stresul
si atomul va atrage orice electron disponibil. oxidativ 1n efort s-au extins mult in urmatorii 30
Radicalul liber ,,duce lipsd” de un elec- de ani. in 1982, Davies si colaboratorii au raportat
tron, si are tendinta de a fura un electron de la  cresterea unor radicali liberi (semiquinone) in
un alt atom, care astfel va deveni la randul lui omogenatul de muschi de soarece, dupa supunerea
un radical liber secundar. Radicalii liberi secun- acestuia la un efort extenuant. Kumur si
dari sunt capabili sa modifice orice moleculd de  colaboratorii au aratat cresterea radicalilor liberi in
proteine, glucide, acizi grasi sau acizi nucleici. miocardul de soarece, dupa o expunere la efort de
Desi existda o multitudine de radicali cateva zile. Folosind diclorofluoresceina (DCFH),
liberi, cei derivati din oxigen sau azot reprezintda  Bejma si Ji au demonstrat o importanta crestere a
clasa celor mai importanti radicali produsi in productiei de ROS in cvadricepsul unor soareci
organismele vii. batrani supusi la efort prelungit [7, 10].
Modificarile induse de radicalii liberi Alti cercetdtori au demonstrat, in conditii
afecteazd biomoleculele cu durata de viatd lun- experimentale controlate, cresterea ROS in timpul
ga, precum colagenul, elastind, mucopolizaha- contractiei musculare in vitro. Reid si colabora-
ridele, lipidele din structura membranelor celu- torii, folosind metoda cu DCFH pe un muschi dia-
lare, organitele celulare, (mitocondrii, lizozomi) fragm izolat, au aratat nu doar cresterea nivelului
si componente ale peretilor vaselor sanguine. de ROS ci si faptul cd acestia pot contribui la
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oboseala musculara [13,14]. Pe un model in situ,
de triceps de felind, O'Neill si colaboratorii au
raportat cresterea proportionali a ROS cu
maximul de tensiune dezvoltata in muschi [7, 12].
Ciile de producere a ROS includ lantul
de transport electronic de la nivel mitocondrial,
metabolismul prostanoizilor, autooxidarea cate-
colaminelor si activitatea enzimaticd a oxida-
zelor (NAD(P)H oxidaza, xantinoxidaza). Cres-
terea initiald a ROS 1n timpul efortului, dar si
oprirea ulterioara a acestuia duc la formarea
secundard de prooxidanti pe calea fagocitelor, a
pierderii homeostaziei calciului si/sau distru-
gerii proteinelor ce contin fier. Productia de
ROS depinde, de asemenea, de tipul efortului
(aerob, anaerob), intensitate, durata [1, 7].

Masurarea stresului oxidativ

Datorita reactivitatii crescute si a duratei
scurte de viati a ROS (ex. 10” secunde pentru
radicalul superoxid si 107 pentru radicalul hi-
droxil), metodele directe de masurare sunt dificile.

Metodele indirecte de cuantificare a
stresului oxidativ implicd masurarea unor
produsi moleculari mai stabili formati in urma
reactiei ROS cu diverse biomolecule. Produsii
moleculari cei mai frecventi includ: metaboliti
stabili (nitrati/ nitriti), concentratia produsilor tinta
ai oxidarii, inclusiv cei rezultati din peroxidarea
lipidelor (izoprostani, malondialdehida MDA),
TBARS, hidroperoxizi lipidici LOOH, diene
conjugate, lipoproteine oxidate, aminoacizi
oxidati, nitrotirozina, acizi nucleici etc. in plus,
stresul oxidativ poate fi masurat, observand
alterarile sistemului de aparare antioxidant al
organismelor. Acest lucru se face prin masurarea
modificarilor potentialului redox de la nivelul
glutationului  (glutationul  este  principalul
antioxidant endogen nonenzimatic), dar si a
nivelurilor circulante de vitamina E si C. De
asemenea, activitatea unor anumite enzime
antioxidante poate servi drept indicator al stresului
oxidativ tisular: superoxid dismutaza (SOD),
catalaza (CAT), glutation reductaza (GR) [2, 5].

Studierea stresului oxidativ in efort
fizic, l1a om

Majoritatea studiilor realizate In dome-
niul stresului oxidativ in efort la om, au utilizat
exercitii de durata scurtd sau medie [4, 7].

Cea mai des utilizatd metodd de
evidentiere a alterdrilor provocatede stres oxida-

tiv este masurarea peroxidarii lipidelor prin
intermediul malondialdehidei (MDA) si a
substantelor reactive la acid barbituric
(TBARS). Malondialdehida este o aldehida pro-
dusd 1n urma descompunerii unui hidroperoxid
lipidic. TBARS médsoard produsii aldehidici
rezultati in urma descompunerii hidropero-
xizilor lipidici. Deoarece acidul barbituric
reactioneazd si cu alte molecule biologice (ex.
carbohidrati, acid sialic, prostaglandine), testele
cu TBARS nu sunt specifice.

O altd metoda citatd In literatura de
specialitate, aldturi de peroxidarea lipidelor, este
masurarea modificarilor redox de la nivelul
glutationului. Glutationul este cel mai important
antioxidant non-enzimatic de naturd endogena. S-
a observat o scadere a glutationului redus (GSH)
si o crestere a glutationului oxidat (GSSG).

La nivel de ADN s-a observat aparitia
unor produsi modificati, care nu apar in conditiile
unui metabolism nucleotidic normal (ex. 8-
hidroxi-2-deoxiguanozina), dar §i cresterea
activitatii unor enzime implicate in repararea
injuriilor ADN survenite dupa oxidare [6, 8].

Proteinele sunt principala tinta a ROS,
datoritd abundentei lor in sistemele biologice. Tot
proteinele par a fi capabile sa curete organismul
de majoritatea ROS produsi (50-75%). Alterarile
oxidative produse la nivel proteic pot aparea fie
direct, prin interactiunea proteinei cu ROS, fie
indirect, prin interactiunea proteinei cu un produs
secundar, rezultat din interactiunea ROS cu lipide
sau glucide. Majoritatea alterarilor proteice sunt
ireparabile, iar modificarile oxidative ale structurii
proteice pot duce la pierderea functiilor
contractile, enzimatice sau structurale, lasand
proteina mai susceptibila la degradare proteolitica.
Cresterea oxidarii proteice s-a putut evidentia prin
acumularea de O, O'-ditirozina sau carbonili
proteici (PC).

Date epidemiologice din literatura de
specialitate sugereaza ca un efort aerob intens si
de duratd mare (peste 2 ore) se asociazd mai
frecvent cu un risc crescut de boli cardio-
vasculare, legatura dintre cele doua fiind tocmai
stresul oxidativ.

La prima vedere, aceastd afirmatie este 1n
contradictoriu cu recomanddrile actuale care
sugereaza ca un individ trebuie sa faca cel putin 30
de minute de exercitii fizice, zilnic, pentru a duce o
viatd sanatoasd. Excesul de ROS provoaca
organismul sa 1si activeze sistemul antioxidant.
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Exista, astfel, un nivel optim de efort, la
care organismul se adapteaza, crescandu-si si acti-
vitatea sistemelor antioxidante. Cand acestea sunt
depasite, apare pericolul instalarii unor boli. In
efortul intens de lungd duratd s-a observat si
cresterea CK (creatin kinaza), semnificand distruc-
tie musculard, aldturi de intensificarea peroxidarii li-
pidelor (MDA, TBARS), cresterea F2-isoprostani-
lor, oxidarea proteinelor, injurii oxidative la nivelul
ADN, modificari ale statusului redox (scaderea glu-
tationului redus si cresterea nivelului celui oxidat).

Scurtele perioade de ischemie, urmate de
reperfuzie, ce apar in contractia musculard
intensd, dar si distructia mecanicd a muschiului
pot sta in spatele formarii de ROS, prin stimu-
larea activitatii enzimelor care genereaza
radicalii, dar si prin initierea migrarii celulelor
inflamatorii la locul injuriei.

Intr-un studiu realizat de Ruiz-Larrea si
colaboratorii, s-a ardtat cd estrogenul are
proprietati antioxidante in vitro, ceea ce ar putea
insemna ca femeile sunt mai putin expuse la
stresul oxidativ decat barbatii. Experimentele
ulterioare pe oameni, dar mai ales cele pe sobolani
au aratat acest lucru. Se pare ca nivelurile
markerilor stresului oxidativ in repaus, la femei,
sunt mai mici, datoritd unei activititi mai intense a
enzimelor antioxidante, ceea ce ar putea explica
speranta de viatd mai mare decét a barbatilor.

Raspunsul la efort este acelasi la ambele
sexe [8, 16].

Stresul oxidativ la cai

Majoritatea studiilor s-au facut pe ani-
malele de laborator, dar subiectul este in conti-
nuare unul de mare interes In medicina veteri-
nard, ca si In cea umana.

Specia animala la care s-au cercetat cel mai
itens efectele stresului oxidativ, este cea ecvina.
Calul este supus cel mai des unui efort fizic intens,
el participand la diverse activitati sportive.

Problema efectelor stresului oxidativ in
efort la caii de curse s-a pus in urma unor
performante neobisnuit de slabe si chiar decese
ale unor cai in timpul Jocurilor Olimpice din
Barcelona din 1992 si a Competitiei Mondiale
din Jerez din 2002.

Incircarea cu oxigen in timpul efortului
maxim creste, la cal, de 30 de ori, ceea ce face
din acest animal un bun model de studiu al
stresului oxidativ [17].

Stresul oxidativ apare la caii de curse in
timpul antrenamentelor de rezistenta, dar si in efort
maxim. Metabolismul poate tolera radicalii liberi in
cantitdti moderate, acestia avand si efecte benefice
in cadrul apararii imune a organismului. Stresul
oxidativ creste si in conditii normale, cum sunt
sarcina, cresterea sau lactatia, pentru ca organismul
descompune rapid nutrientii in vederea asigurarii
unui necesar energetic mai mare, dar si odatd cu
imbatranirea organismului.

Prin ruperea echilibrului dintre substan-
tele oxidante si antioxidanti, radicalii liberi care
vor circula In cantititi mari, pot distruge
celulele, prin distrugerea proteinelor celulare, a
ADN-ului si acizilor grasi. Un exces de ROS
poate cauza oboseala musculara, dar si paralizii,
prin distrugerea tesuturilor nervos si muscular.

Cele mai frecvente boli care apar la caii
de competitie sunt: neurologice, respiratorii,
articulare, musculare (rabdomioliza), endocrine.

S-a demonstrat in diverse studii ca brongita
cronicd, hemoragia pulmorard si rabdomioliza
induse de efort sunt favorizate de pro-oxidanti.

Stresul oxidativ se pare cd joacd un rol
important 1n injuriile produse de ischemie
urmatd de reperfuzie in timpul sau dupa anes-
tezie. Rolul stresului oxidativ in aparitia bolii
neuronului motor este in curs de investigare.

in timpul efortului, in organismul calului
creste necesarul de oxigen pentru a asigura
energia necesara contractiei musculare. Cea mai
mare parte a oxigenului (98%) este redus in
catena respiratorie mitocondriala si transformat
in apa. 2% este eliberat ca ROS. In timpul
exercitiului, cresterea ROS este semnificativa,
ceea ce inseamna ca §i cantitatea de antioxidanti
necesara pentru neutralizare trebuie sd creasca.
S-a observat, spre exemplu, ci la caii de com-
petitie ce sufera de bronsitd cronicd, nivelul
GSH pulmonar este mai mare fatd de caii
sanatosi (fig. 1):
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Fig. 1 Concentratia sangvina a GSH si GSSG la caii
sanatosi comparativ cu cei brongitici [11].
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Un marker des folosit pentru eviden-
tierea peroxidarii lipidice este mdsurarea
nivelului F2-isoprostanilor. Acesta creste la caii
supusi efortului fizic, dovedind existenta lipope-
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roxidarii post-efort (fig. 2) [11].

Fig. 2 Concentratia plasmatica a F2-isoprostanilor
la cai sanatosi in repaus si dupd un efort fizic
[15,18,19].

P

Kronfeld si Williams au observat,
supunand un grup de 40 de cai la o cursa de 80
km, modificari ale enzimelor ca urmare a stresu-
lui oxidativ.

Probele de sange au masurat nivelul:
hidroperoxizilor lipidici  plasmatici (LPO),
tocoferolului, creatin kinazei (CK), aspartatului
(AST), celulelor albe si rosii (RBC si WBC), GSH
total si al glutation peroxidazei (GPx). O parte din
cai (16) nu au reusit sa termine cursa din cauza
oboselii, a problemelor metabolice sau din alte
cauze. Activitatea CK si AST a fost mai mare
(P<0,05) 1nainte, 1n timpul si dupa cursa la caii
care nu au reusit sa termine [15, 18, 19].

Deficitul in antioxidanti duce la
imposibilitatea unui efort sustinut, dar masura in
care suplimentele cu antioxidanti imbunatatesc
performanta, este incd un subiect de cercetare.
Unele studii au aratat cd, la cai, unele supli-
mente reduc stresul oxidativ. Supradozele nsa,
cum ar fi cele de viatmina A, vitamina C sau
oligoelemente (cupru, magnesiu), pot fi pro-
oxidante, inducand injurii tisulare.

Kinnunen si colaboratorii au demonstrat
intr-un studiu ca exercitiul prelungit poate duce
la distructie musculara, fatigabilitate si scaderea
performantei. Tot ei au aratat ca exercitiul acut,
de intensitate moderatd induce peroxidarea
lipidelor si oxidarea proteinelor la caii trapasi.
Dintre animalele utilizate in sport, calul are o
abilitate unica de a-si creste nivelul de oxigen
preluat in timpul exercitiului intens. Acest lucru
se intampld prin adaptérile ce au loc la toate
nivelurile metabolismului. Ventilatia creste si ea

de 30 de ori. Caii de sport suferd frecvent de
diverse probleme ce au legiturd cu stresul
endogen sau exogen aparut in urma folosiri lor
in competitii [11].

Williams si colaboratorii au facut un
experiment in care si-au propus sd demonstreze
dacd statusul antioxidant este influentat de
varsta si antrenament. Ei au utilizat 8 cai maturi
(12 ani) si 5 cai batrani (22 ani). S-au masurat
GSH, LPO, GPx, puls si TBARs. La unele ani-
male, eficienta sistemelor antioxidante este in
stransa legaturd cu varsta si speranta de viata.
Speciile care au o sperantd de viatd mai mare,
au si un sistem antioxidant mai eficace [16].

Gondim F. Zoppi C. si Pereira-da-Silva
L. au facut un experiment in care isi propuneau
sa evalueze stresul oxidativ, biomarkerii anti-
oxidanti si performanta in timpul unei curse pe
mai multe zile, pe o distantd de 210 km. Ei au
folosit 9 cai, carora le-au prelevat probe de
sange la aceeasi ora, Tnainte de inceperea cursei
si in fiecare zi a competitiei. S-au masurat
nivelurile glutation-reducatzei (GR), catalazei
(CAT) si TBARs. Patru dintre cei 9 cai nu au
reusit sa termine cursa din cauza unor probleme
de metabolism sau din cauza oboselii. Acti-
vitatea GR a crescut progresiv pe perioada
cursei, nivelul TBARs a crescut fatd de cel
bazal, dupa care a ramas constant in cele 3 zile,
iar CAT nu a inregistrat modificari semnifi-
cative. Concluzia studiului lor a fost ca, statusul
redox modificd performanta cailor in timpul
curselor, dar erau necesare investigatii supli-
mentare pentru determinarea echilibrului optim
intre prooxidanti si antioxidanti in vederea
obtinerii performantei dorite [9].

Concluzii

Capacitatea antioxidantd se pare ca se
reduce temporar, in timpul sau imediat dupa
efort, dupa care revine la nivelul bazal sau chiar
deasupra lui, in timpul refacerii.

De asemenea, conteaza si timpul scurs
de la incetarea efortului si pand la prelevarea
serului.

Intensitatea si durata efortului conditio-
neaza si ele rezultatele in toate cazurile.

La indivizii antrenati, organismul este
adaptat la stres si reuseste sa faca fatd mai usor
efectelor ROS. S-a observat ca este necesar un
anumit nivel al ROS care sa stimuleze sistemele
antioxidante. Daca nu este atins acel nivel, sau
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daca este depasit fara sa fie stimulat sistemul
antioxidant endogen, pot aparea efecte nocive la
nivel tisular.

Antioxidantii  enzimatici §i  non-
enzimatici joacd un rol vital In protejarea
tesuturilor impotriva excesului oxidativ aparut
in timpul efortului fizic.
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