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RESUMO

O exercicio fisico prolongado reduz os estoques de glicogénio muscular. Nessas condicdes, 0s processos
de fadiga muscular sdo estimulados coincidindo com um aumento na producao de espécies reativas de
oxigénio. A suplementacao de carboidratos ou de antioxidantes isoladamente contribui para a melhora da
performance muscular, sugerindo um efeito importante da deplegdo de substrato (glicose) e do aumento da
producdo de EROs no desenvolvimento da fadiga muscular durante a atividade fisica. Embora o mecanismo
seja desconhecido, estamos propondo neste estudo que uma maior disponibilidade de glicogénio poderia
favorecer uma maior atividade da via das pentoses fosfato, aumentando a disponibilidade de NADPH e GSH
no tecido muscular esquelético. Uma maior capacidade antioxidante aumentaria a capacidade do tecido
muscular em atividade, mantendo o equilibrio redox durante atividade fisica prolongada e melhorando o
desempenho. Neste processo, o ciclo glicose-acido graxo pode ser importante aumentando a oxidacéo de
lipidio e reduzindo o consumo de glicogénio durante a atividade prolongada. Além disso, um aumento na
producdo de EROs pode reduzir a atividade de enzimas importantes do metabolismo celular incluindo a aco-
nitase e a a-cetoglutarato desidrogenase, comprometendo a producéao de energia oxidativa, via predominante
na producdo de ATP durante a atividade muscular prolongada.

Palavras-chave: fadiga, antioxidantes, metabolismo, musculo esquelético, exercicio prolongado.

ABSTRACT

Fatigue is closely related to the depletion of glycogen in the skeletal muscle during prolonged exercise.
Under this condition, the production of oxygen reactive species (ROS) is substantially increased. It has been
shown that dietary supplementation of carbohydrate or antioxidant attenuates muscle fatigue during con-
traction. This suggests that glycogen availability and/or elevated ROS production plays an important role on
muscle fatigue development during prolonged muscle activity. Although the mechanism is still unknown,
we propose that elevated muscle glycogen availability may lead to a high activity of hexose monophosphate
pathway, increasing the NADPH and glutathione concentration in the skeletal muscle tissue. Elevated antioxi-
dant capacity would increase the muscle redox balance during muscle contraction, improving performance.
In this process, the glucose-fatty acid cycle may be important to increase lipid oxidation and consequently
decrease glycogen utilization during prolonged activity. In addition, an elevated ROS production could reduce
the activity of key metabolic enzymes including aconitase and a-ketoglutarate dehydrogenase, decreasing
the oxidative energy production in the skeletal muscle during prolonged activity.

Keywords: fatigue, antioxidants, metabolism, skeletal muscle, prolonged exercise.

INTRODUCAO

em grupos tidis?. Essas propriedades parecem exercer funcao sinali-

O papel protetor da glutationa como antioxidante durante a ativi-
dade fisica tem sido extensivamente investigado. Ha muitas evidéncias
de que a glutationa é um dos principais antioxidantes do tecido mus-
cular esquelético exercendo funcdo vital na manutencéo do estado
redox intracelular durante a contracédo!~ e protegendo este tecido
contra o ataque oxidativo imposto pela elevada taxa metabdlica du-
rante o exercicio®. Em adicao, varias proteinas incluindo proteinas
quinases, fatores de transcricdo e enzimas do metabolismo celular
possuem propriedades redox sensitivas em residuos de cisteina ricos
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zadora importante mediada por mecanismos sensiveis a modulacéo
redox,?>9. Assim, o estado redox dos grupos SH de um amplo espectro
de proteinas intracelulares é regulado por um fino mecanismo media-
do por glutationa, tiorredoxina e possivelmente outros antioxidantes
associados (Figura 1).

Esta funcdo é especialmente importante durante a atividade mus-
cular extenuante onde a producdo de espécies reativas de oxigénio é
substancialmente aumentada na medida em que o processo de fadiga
aproxima-se?). Durante o exercicio prolongado, a ocorréncia de fadiga
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Figura 1. Efeito do sistema glutationa/tiorredoxina peroxidase na manutencao do
estado redox (-SH-) de proteinas intracelulares suscetiveis a oxidacao por Espécies
reativas de oxigénio (espécies reativas de oxigénio) e ERNs (espécies reativas de nitro-
génio). NOS, oxido nitrico sintase; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada;
NADPH, nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato reduzida; NADP*, nicotinamida
adenina dinucleotidio fosfato oxidada.

coincide com a deplecao dos estoques de glicogénio muscular®!m,
Este fato sugere uma associacao entre a reducéo dos estoques intra-
musculares de glicogénio e 0 aumento de espécies reativas de oxigénio
na fadiga muscular. Embora o mecanismo pelo o qual a producéo de
espécies reativas de oxigénio é acelerada durante contragdes intensas
ainda néo seja totalmente conhecido, uma possivel relacdo causa-
efeito suporta essa associacao. Por exemplo, em preparacdes in vitro
usando musculos isolados, foi mostrado que a adi¢do de antioxidantes
exdgenos aumenta a forga de contragdo durante a atividade muscular
intensa®'?. Em adicao, o efeito positivo de antioxidantes in vivo indica
que uma producédo elevada de espécies reativas de oxigénio limita
a capacidade de trabalho muscular durante o exercicio prolongado
(endurance), constituindo-se em um componente importante no pro-
cesso de fadiga®. Nashiwati et al.'? demonstraram que a infuséo de
oxidantes no tecido muscular durante a atividade fisica acelera os
processos de fadiga. Embora o mecanismo pelo qual esse aumento
na producdo de espécies reativas de oxigénio durante o exercicio
exaustivo seja desconhecido, a reducdo na capacidade antioxidante
intracelular pode estar envolvida.

No tecido muscular esquelético, a oxidacao de glutationa excede
a capacidade intracelular de reoxidacéo, resultando em aumento na
razao glutationa oxidada/glutationa reduzida/>#. Nessas condicoes, o
figado aumenta a liberagdo de glutationa para o sangue, elevando a
captacdo e a capacidade antioxidante do tecido muscular durante o
processo de contracdo. A glutationa é predominantemente regenerada
no figado e musculo esquelético as custas de NADPH" (nicotinamida
adenina dinucleotidio), um dos produtos da via das pentoses!>'4.
NADPH* é utilizado como substrato pela enzima glutationa redutase,
gerando como produto glutationa, o principal substrato para o sistema
glutationa peroxidase (Figura 2). Porém, é importante destacar que esta
via é regulada pelas concentracdes de glicose 6-P, um intermedidrio da
via glicolitica, cuja concentragao é mantida as custas da degradacdo de
glicogénio!™. Com base nesse mecanismo, nossa hipdtese ¢ de que
uma reducdo nos estoques enddgenos de glicogénio durante o exerci-
cio prolongado levaria a uma consequente reducao nas concentragoes
de glicose-6-fosfato, diminuindo a disponibilidade de substrato para a
via das pentoses, comprometendo a regeneracao de glutationa. Dessa
forma, estamos propondo neste estudo, um mecanismo metabdlico
adicional, pelo qual o aumento da producédo de espécies reativas de
oxigénio aceleraria 0s processos de fadiga durante contragbes mus-
culares intensas.
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Figura 2. Efeito da glicose plasmatica e de glutationa hepatico na manutencao do
estado redox intracelular. As abreviaturas sdo: NADH®, nicotinamida adenina dinucle-
otidio reduzida; NAD*, nicotinamida adenina dinucleotidio oxidada; GSH, glutationa
reduzida; GSSG, glutationa oxidada; NADPH?, nicotinamida adenina dinucleotidio fosfa-
to reduzida; NADP*, nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato oxidada; CAT, catalase;
GPX, glutationa peroxidase; GR, glutationa redutase; SOD, superdxido dismutase; O,
anion superoéxido; H,0,, peroxido de hidrogénio; OOH, hidroperéxidos.

O Glicogénio Como Regulador da Producao de Espé-
cies Reativas de Oxigénio

H& mais de 60 anos, ha evidéncias de que o aumento das con-
centracdes enddgenas de glicogénio antes do exercicio eleva a ca-
pacidade do atleta de realizar atividade fisica de longa duracao(®'”.
Durante esse tipo de exercicio, a ocorréncia de fadiga é fortemente
correlacionada com a deplecdo do glicogénio muscular®'?. Nessas
condi¢des, o musculo esquelético exibe concentracdo elevada de
inosina 5-monofosfato (IMP) e amonia (NH3*), sugerindo um aumento
da razdo ADP/ATPUD. Apesar do consenso de que a deplecao do
glicogénio favorece a fadiga muscular, ainda existem poucas evidén-
cias do mecanismo pelo qual esse processo ocorre. A redugao nas
concentragdes enddgenas de glicogénio diminui a atividade da via
glicolitica, responsavel pela manutencéo do fluxo de substratos para
o ciclo de Krebs (acetil-CoA, oxalacetato e a-cetoglutarato), sequido
de reducao de NADH e FADH,, importantes fornecedores de elétrons
para a sintese oxidativa de ATP mitocondrial':2021.

Em adicdo a esse mecanismo, um menor conteldo de glicogénio
muscular e hepatico reduziria a disponibilidade de G6-P, um importante
intermedidrio da via glicolitica e responsével pela manutencéo do fluxo
de substratos para a via das pentoses®. Essa via é a principal fornece-
dora de elétrons para a regeneracdao de NADPH®, o principal doador
de elétrons e substrato da enzima glutationa redutase na reducao de
glutationa oxidada em glutationa®’. Nessas condicoes, a disponibilidade
de glutationa fica reduzida favorecendo a alteracao do estado redox in-
tracelular para um estado mais oxidado, o que poderia levar ao aumento
na oxidagcdo dos grupos tidis de proteinas com funcdes sinalizadoras
importantes durante a atividade muscular’?, incluindo enzimas do
metabolismo de glicose, dcidos graxos e aminoacidos (figura 3).

Em suporte a essa proposta, Vina et al?¥, comparando valores pré
com os de pds- exercicio exaustivo, verificaram em ratos e humanos um
aumento nas concentragdes sanguineas de glutationa oxidada de até 3,5
vezes. Embora informacdes do estado antioxidante da razéo glutationa/
glutationa oxidada no tecido muscular humano durante o exercicio seja
limitado, foi demonstrado em ratos que a atividade muscular aumenta a
oxidacdo de glutationa. Lew et al*) mostraram que o exercicio exaustivo
consistentemente reduz as concentragdes de glutationa em musculo e
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Figura 3. Efeito da inibicao da via glicolitica, da disponibilidade de glicose e do gli-
cogénio intracelular como precursores de NADPH* e GSH na manutencdo do estado
redox de proteinas intracelulares. As abreviagdes sdo: GSH, glutationa reduzida; GSSG,
glutationa oxidada; NADPH®, nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato reduzida;
NADP*, nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato oxidada; PFK. Fosfofrutoquinase;
S-S-, ponte disulfeto; S-H-, grupo sulfidrila.

Oxalacetato

figado durante corrida em esteira. Portanto, podemos assumir com base
nos achados descritos acima, que o exercicio fisico aumenta a oxidacdo
de glutationa no sangue, musculo e figado.

Quando a oxidacdo de glutationa é baixa, grande parte da gluta-
tiona oxidada produzida no tecido muscular pode ser rapidamente
regenerada pelo sistema glutationa redutase/NADPH*424, Porém,
alteracdes do balango redox para um estado mais oxidado pode com-
prometer a capacidade desse sistema, favorecendo a ocorréncia de
estresse oxidativo®3729, Nossa proposta ¢ de que essa condicao seja
favorecida durante o exercicio exaustivo prolongado onde compro-
vadamente ocorre reducao dos estoques enddgenos de glicogénio.
Nessa condicao, a disponibilidade de G6-P fica diminuida reduzindo a
capacidade de producdo de NADPH* pela via das pentoses, compro-
metendo a atividade do sistema glutationa redutase/NADPH' na rege-
neracao de glutationa, um dos principais antioxidantes intracelulares e
substrato da enzima glutationa peroxidase'?. Embora na maioria dos
tecidos a catalase é considerada o principal sequestrador do H,O,, no
tecido muscular esquelético, a glutationa peroxidase parece exercer
essa funcao com maior eficiéncia®. No tecido muscular, estas enzimas
apresentam diferentes valores de afinidade pelo substrato H,0, (Km),
sendo o valor de km da catalase mais elevado®. Portanto, no mus-
culo esquelético, a glutationa peroxidase parece ser a primeira linha
de defesa por apresentar maior afinidade pelo H,0,, demonstrando a
importancia do glicogénio muscular como substrato da via das pen-
toses na regeneracao de glutationa.

Efeito do Ciclo Glicose-Acido Graxo na Regeneracio de Glu-
tationa

Os &cidos graxos, por apresentarem uma estrutura altamente rica
em elétrons (reduzida), possuem alta capacidade de produzir energia
oxidativa'®'”). Nesse processo, os acidos graxos induzem uma fina
regulacdo no metabolismo de carboidratos, reduzindo a oxidagao de
glicose®?. Em condicdes de oferta lipidica elevada, como verificado no
jejum ou demonstrado originalmente em musculo esquelético, cardia-
co e no tecido hepético, este mecanismo é mantido por uma elevada
razdo das concentracdes de acetil-CoA/CoA-SH, como conseqiiéncia
de uma alta taxa de oxidacdo de acidos graxos, sequido de aumento
no contetdo intracelular de citrato e glicose-6-fosfato. O acimulo de
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acetil-CoA reduz a atividade do complexo piruvato desidrogenase
(PDH), via ativacdo da piruvato desidrogenase quinase, a enzima res-
ponsavel pela fosforilacdo e inativacdo do complexo, reduzindo a oferta
de piruvato (glicose) como substrato oxidativo. De modo sinérgico, o
conteudo elevado de citrato inibe a atividade da enzima reguladora
da via glicolitica, a fosfofrutoquinase (PFK)172% (figura 4). Este efeito
aumenta a razéo glicose-6.fosfato/frutose1,6-fosfato-2, o que favorece
o desvio do fluxo de metabdlitos em direcao a sintese de NADPH™ pela
via das pentoses (Figura 3).
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Figura 4. Efeito do ciclo glicose-4cido graxo na redugdo do metabolismo de glicose
e aumento na disponibilidade de glicose-6P para manutencao das concentragdes de
NADPH e GSH intracelular. AGL, &cido graxo livre; TAG, transportador de &cidos graxos;
TG, transportador de glicose; HK, hexoquinase; PFK, fosfofrutoquinase; CPT, carnitina
palmitoiltransferse; PDH, piruvato desidrogenase.

Este conceito (ciclo glicose-acido graxo) explica a maior utilizacdo
dos acidos graxos pelo tecido muscular durante a atividade fisica mo-
derada mantida por periodo prolongado‘'®'739, Porém, considerando
o limitado estoque enddgeno de carboidratos em nosso organismo, o
aumento na disponibilidade e oxidacdo de 4cidos graxos € importante
n&o somente para a producédo de ATP, mas também para a reducao na
utilizacdo de glicogénio'®. Caso essa regulacdo nao ocorra, 0s estogues
de glicogénio podem ser depletados precocemente, comprometendo
a performance muscular'®!”, Igualmente, observacdes de que durante
situacdes de estresse, incluindo o exercicio fisico, 0 aumento na pro-
dugao de espécies reativas de oxigénio sempre excede a capacidade
de defesa antioxidante!'?*3), aumenta a possibilidade de o contetdo
intracelular de glutationa e favorece a melhora da performance du-
rante o exercicio prolongado. Em adicao, estamos propondo que essa
importante estratégia metabdlica de economia do glicogénio hepético
e muscular para manutencdo da performance durante atividades pro-
longadas esté associada a maior disponibilidade de glutationa. Nessas
condicoes, uma disponibilidade elevada de acetil-CoA proveniente da
oxidacdo de acidos graxos leva a aumento de citrato, um conhecido
inibidor da fosfofrutoquinase, principal enzima reguladora da via glico-
Iitica. Aumentando, dessa forma, a oferta de glicose-6-fosfato para a via
das pentoses. Com base na regulagdo metabolica proposta acima, po-
derfamos assumir, portanto, que o efeito positivo do ciclo glicose-acido
graxo na performance estéd associado a manutencao do estado redox
intracelular do musculo esquelético via aumento na razao glutationa/
glutationa oxidada durante o exercicio prolongado.

Anaplerose e Producao de Espécies Reativas de Oxigénio

Embora a via das pentoses seja um importante fornecedor de
NADPH em diferentes tecidos, sua atividade é mais alta em tecidos
com capacidade elevada de sintese de lipidio, como é o caso do figado
e dos adipdcitos!™. O musculo esquelético, embora apresente uma
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atividade relativamente menor, pode compensar essa diferenca por
aumento alternativo na atividade da enzima isocitrato desidrogenase,
responsavel pela converséo de isocitrato + NADP* em a-cetoglutarato
+ NADPH*?332 A concentracdo de isocitrato, bem como a de outros
intermediarios do ciclo de Krebs, € mantida as custas de acetil-CoA e
oxaloacetato, produtos da oxidacao de acidos graxos e glicose™. A
principal funcao do ciclo de Krebs no musculo esquelético é de oxi-
dar acetil-CoA produzindo NADH* e FADH, para a geracdo oxidativa
de ATP mitocondrial, além de gerar intermediarios para a sintese de
outras moléculas0119),

Embora o mecanismo completo pelo qual a reducdo das concen-
tracdes de glicogénio reduz a performance seja apenas parcialmente
conhecido'®?033) é possivel que uma reducdo nas concentragoes de
intermedidrios do ciclo de Krebs esteja envolvido. Um aumento liquido
nas concentracdes dos intermediarios do ciclo de Krebs é necessario
para o estabelecimento e manutencdo de uma taxa elevada de fluxo
de substratos através deste, aumentando a sintese de ATP(1011.151920)
O aumento das concentracdes dos intermediérios do ciclo de Krebs,
portanto, é dependente de varias reagcdes anaplerdticas (aumento
das concentracdes de intermediarios do ciclo de Krebs) incluindo o
piruvato como principal substrato!"®. Em contraste, durante o exercicio
prolongado, o contetdo de glicogénio muscular é reduzido, seguido
de um declinio gradual do contetdo dos intermediérios do ciclo de
Krebs, o que levaria a um comprometimento do fluxo de substratos
pelo ciclo e da geracdo de ATP mitocondrial®"29, Ha evidéncias de
que a menor disponibilidade de substrato para o ciclo de Krebs reduz
a sintese de ATP mitocondrial e consequientemente a performance%29,
Uma reducéo nas concentracdes dos intermediérios do ciclo de Krebs
pode estimular as reagdes anaplerdticas numa tentativa de aumentar a
disponibilidade desses intermedidrios e conseqientemente a sintese
de energia oxidatival'!1>203439 Nesse contexto, diferentes mecanismos
anapleroticos controlados por reacdes de carboxilagdo e descarboxila-
cdo podem controlar o fluxo que regula a entrada e saida de carbonos
do ciclo. Entre estes mecanismos, inclui-se as reagdes do ciclo das puri-
nas®® e a reacdo catalisada pela glutamato desidrogenase®” (Figura 5).
Esses mecanismos permitem ajustar as concentragdes dos intermedia-
rios do ciclo de Krebs em resposta a demanda metabdlica.

Um aumento da atividade anaplerdtica pelas vias acima descritas
poderia contribuir com o aumento do fluxo de entrada de substratos
no ciclo de Krebs20353638) fayorecendo a atividade da isocitrato de-
sidrogenase e consequentemente a sintese de NADPH*, importante
doador de elétrons para a regeneracao de glutationa no musculo®?. Em
adicédo, o fluxo de substratos no ciclo de Krebs pode ser regulado pelo
aumento de ADP/ATP, Ca** e NAD/NADH?*, importantes moduladores
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Figura 5. Efeito inibitério das Espécies reativas de oxigénio na atividade da aconitase
e a-cetoglutarato desidrogenase durante a atividade muscular. AAT, aspartato ami-
notransferase; NADH®, nicotinamida adenina dinucleotidio reduzida; EROs, espécies
reativas de oxigénio.
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do complexo piruvato desidrogenase'’”, e das enzimas reguladoras
do ciclo (non-equilibrium, AG-), citrato sintase, isocitrato desidrogenase
e a-cetoglutarato desidrogenase. Ilgualmente ao efeito da producéo
elevada de oxidantes na diminuicao da forca de contracdo do musculo
esquelético in vitro citado anteriormente?, Taegtmeyer et al.®? demons-
traram em musculo cardiaco, que uma reducdo da concentracdo dos
intermediarios do ciclo de Krebs reduz a forca de contracéo, um efeito
que é revertido pela adicdo de substratos anapleréticos. Assim, um
aumento na disponibilidade dos intermedidrios do ciclo de Krebs, bem
como na atividade das enzimas reguladoras do ciclo, podem aumentar
a sintese de NADPH, contribuindo com a regeneracédo de glutationa.
Portanto, considerando a importancia da glutationa como antioxidante
endogeno no tecido muscular durante a atividade, podemos especular
que estratégias que visam o aumento do fluxo de entrada de intermedi-
arios do ciclo de Krebs, incluindo a suplementacéao de carboidratos ou
a reposicao de substratos anaplerdticos como aminoécidos de cadeia
ramificada, glutamina e outros aminoécidos (Figura 6), podem favorecer
a sintese de energia oxidativa, bem como regular a producéo de espé-
cies reativas de oxigénio durante o processo de contracao muscular via
aumento nas concentragoes de glutationa.
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Figura 6. Vias de aumento de intermedidrios do ciclo de Krebs (anaplerose). PEPCK,
fosfoenol piruvato quinase; PC, piruvato carboxilase; EM, enzima midlica; CS, citrato
sintase; ISCD, isocitrato desidrogenase; a-CGTD, a-cetoglutarato desidrogenase; S-
CoA sintase; succinil-CoA sintase; SCD, succinato desidrogenase; MLD, malato desi-
drogenase; AMP, adenosina monofosfato; CPN, ciclo das purinas nucleotidios; BCAA,
aminoacidos de cadeia ramificada..

As Espécies Reativas Como Reguladores Metabolicos

Embora o mecanismo pelo o qual a producédo de espécies reativas
de oxigénio sao aumentada durante a fadiga seja desconhecido, a
regulacédo metabdlica mitocondrial imposta pelo elevado consumo de
oxigénio exerce um efeito direto nesse processo®42. A mitocondria,
um importante sitio gerador de Espécies reativas de oxigénio durante
a atividade muscular®3Y, pode também ser vulneravel as acdes dessas
espécies®4142 Em situacdes nas quais a producéo de Espécies reativas
de oxigénio é aumentada, o superdxido tem sido descrito, ao longo
dos ultimos anos, como um potente inibidor da enzima aconitase, por
um mecanismo envolvendo a oxidagdo do ferro, importante co-fator
dessa enzima®’. Embora a aconitase ndo seja uma enzima reguladora
do ciclo de Krebs (AG*), a redugédo na atividade dessa enzima poderia
resultar em menor fluxo de substratos. Conforme descrito anterior-
mente, a diminuicao da atividade do ciclo de Krebs poderia reduzir a
disponibilidade de agentes redutores, NADH e FADH,, para a cadeia
de transporte de elétrons mitocondrial, comprometendo a sintese
de ATP. Embora ainda existam poucas informacdes a esse respeito,
uma reducao significante na atividade da aconitase foi verificada em
musculo esquelético de pacientes com intorelancia severa ao exercicio
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fisico“?, aumentando as suspeitas de que uma reducdo na performan-
ce durante a atividade muscular pode ser mediada por aumento de
Espécies reativas de oxigénio.

Este mecanismo, conforme proposto por Gardner e Fridovitch®?,
poderia servir como retroalimentagdo negativa para as células muscu-
lares em situacdo de estresse oxidativo elevado. Isto é, uma reducéo da
atividade mitocondrial, via reducdo do fluxo de substratos pelo ciclo de
Krebs, reduziria a formacéo de Espécies reativas de oxigénio. Em contras-
te, a aconitase pode ser reativada pela regeneracao do ferro, as custas de
grupos tiois, incluindo principalmente a glutationa. Porém, em situacoes
de consumo elevado e baixa disponibilidade de glutationa, como ocorre
no exercicio prolongado(*1314, esse mecanismo de inibi¢do do fluxo no
ciclo de Krebs pode ser fortemente favorecido. Nessas condicoes, uma
producéo elevada de Espécies reativas de oxigénio poderia inibir a aco-
nitase, aumentando as concentracoes intracelulares de citrato“”. Uma
vez em concentracao elevada, o citrato poderia reduzir o fluxo glicolitico,
conforme descrito anteriormente, pelo ciclo glicose-acido graxo®2%,
além de exercer efeito direto na atividade da citrato sintase. Esta enzima
apresenta atividade longe do equilibrio (AG-) e, portanto, exerce fungao
reguladora na atividade do ciclo de Krebs. Em outros estudos, tem sido
verificado ainda que um desequilibrio do estado redox intracelular pode
favorecer a inibicdo de outras enzimas importantes do metabolismo
durante o processo de contracdo muscular, como a creatina quinase,
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase“® e cadeia de transporte de elé-
trons”). Esse mecanismo pode explicar, pelo menos em parte, a redugao
da performance observada nessas condicoes. Porém, a disponibilidade
de NADH para a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial ndo é
significativamente alterada mesmo quando a atividade da aconitase é
totalmente inibida®?. Interessantemente, a disponibilidade de NADH foi
reduzida por inibidores da aconitase, somente quando a enzima o-ceto-
glutarato desidrogenase foi paralelamente bloqueada. Essas observacoes
nos permitem concluir que, mesmo com a inibicdo da aconitase, o su-
primento de NADH para a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
é mantido, provavelmente as custas de reacdes anapleréticas, mantidas
por algum seguimento do ciclo de Krebs (Figura 6).

Igualmente importante ao efeito do superdxido, outras espécies
incluindo o H,0,, dxido nitrico e perdxinitrito podem também inibir
a atividade da aconitase”. Um aumento nas concentracdes de H,O,
poderia reduzir ainda a atividade de uma das principais enzimas re-
guladoras do ciclo de Krebs, a o-cetoglutarato desidrogenase (AG),
seguido de um menor potencial de membrana (Ay) como resultado
da menor disponibilidade de NADH gerado pela baixa atividade do
ciclo de Krebs“*? (Figura 6).

Nossa hipdtese, portanto, é de que um desequilibrio nas concen-
tracoes de H,0,, durante a atividade muscular prolongada, imposta
pela baixa disponibilidade de NADPH, substrato do sistema glutationa
redutase/peroxidase poderia favorecer o acimulo de H,0, e consequen-
temente inibir a atividade da a-cetoglutarato desidrogenase. Porém, em
condicoes de producdo moderada de Espécies reativas de oxigénio, a
inibicao parcial do ciclo de Krebs, conforme demonstrado pela inibicao
da aconitase, pode ser compensada por maior atividade anaplerdtica,
0 que poderia manter o conteldo de NADH para a cadeia de elétrons
mitocondrial. Embora ainda faltem estudos conclusivos a esse respeito,
existem evidéncias de que, em situagdes de reduzida disponibilidade de
substrato, o fluxo para o ciclo de Krebs pode ser mantido as custas de
diferentes reacdes anaplerdticas. Essas evidéncias nos permite especular
que nessa situacao, reagdes anaplerodticas podem gerar intermediarios
independentemente da atividade da aconitase, como é o caso das
reacoes catalisadas pelas enzimas descritas abaixo:
aspartato aminotransferase
oxalacetato + glutamato — a-cetoglutarato + aspartato
alanina aminotransferase
piruvato + glutamato —» a-cetoglutarato + alanina
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glutamato desidrogenase
glutamato + NAD* —» oi-cetoglutarato + NADH + NH,
glutamato piruvato transaminase
glutamato + piruvato o-cetoglutarato + alanina
enzima malica
piruvato + CO, + NADPH —» NADP* + malato
piruvato carboxilase
piruvato + CO, + ATP —» ADP + Pi + oxalacetato
fosfoenolpiruvato caboxiquinase
fosfoenolpiruvato + CO, + IDP —» oxalacetato + TP
Via do ciclo das purinas de nucleotidios (Figure 7).
AMP — IMP + NH;
Aspartato + GTP —» Adenilsuccinato + GDP + Pi —»
AMP + fumarato

IMP + NH,

ATP Aspartato + GTP
AD ASS
GDP +Pi
Pi H,0
AK s
AMP Adenil

2Anpﬁ. /A

ATP Fumarato

Figura 7. O ciclo das purinas nucleotidios como fonte de geracao de fumarato. AD,
adenilato desaminase; ASS, adenilsuccinato sintase; AS, Adenilsuccinase; AMP. ade-
nosina monofosfato; IMP, inosina monofosfato; AK, adenilato quinase; GTP, guanosina
trifosfato; GDP, guanosina difosfato; Pi, fosfato inorganico.

O ciclo de Krebs possui 3 etapas de formacao de NADH catalisadas
pelas enzimas isocitrato desidrogenase, a-cetoglutarato desidrogenase
e malato desidrogenase, além da succinato desidrogenase principal
via de producao de FADH, (Figura 5). Em adicao, o complexo piruvato
desidrogenase contribui nesse processo com a producao de NADH
em situacdes de elevada demanda metabdlica e disponibilidade de
glicose!™. Portanto, qualquer aumento no fluxo dessas vias de forma-
¢ao, independente de NADH, pode favorecer a manutencao da sintese
oxidativa de ATP durante a atividade muscular prolongada. Embora
as reacoes acima sdo descritas como importantes vias anapleréticas,
durante o exercicio prolongado!?%3439), 3 reducdo nos estoques de
glicogénio pode comprometer a disponibilidade de substrato na forma
de oxalacetato, piruvato e fosfoenolpiruvato para algumas dessas vias,
como é o caso das reacdes catalisadas pela aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase, glutamato piruvato transaminase, enzima ma-
lica e piruvato carboxilase. Dessa forma, aumentando a possibilidade da
enzima glutamato desidrogenase e do ciclo das purinas de nucleotidios
serem as principais vias anaplerdticas durante a atividade muscular
prolongada. Embora ainda haja poucas evidéncias desse mecanismo e
da atividade dessas vias durante a atividade prolongada, a maior razéo
capacidade oxidativa/capacidade antioxidante nos musculos do tipo
| (oxidativo) comparado a menor razao capacidade oxidativa/capaci-
dade antioxidante nos musculos do tipo Il (glicolitico)“® sugere que a
capacidade antioxidante elevada aumentaria a eficiéncia do trabalho
do musculo esquelético durante o exercicio prolongado, favorecendo
o equilibrio do estado redox, menor comprometimento do fluxo de
entrada de substratos no ciclo de Krebs e maior disponibilidade de
ATPUI1A4142 " Ao contrario, uma menor capacidade antioxidante, como
ja& descrito para o musculo tipo I, favoreceria maior desequilibrio do
estado redox intracelular, reduzindo a atividade mitocondrial (inibicao
da aconitase e a-cetoglutarato desidrogenase) e desviando o fluxo

61



metabdlico para a producédo de lactato. O que seria compativel com
a demanda metabdlica imposta por esse tipo de musculo durante a
atividade intensa.

Efeito da Suplemetacao de Carboidratos e de Glutationa na
Performance e no Metabolismo Muscular Durante a Ativi-
dade Prolongada

O figado, através de seu estoque de glicogénio, é o Unico érgao
capaz de manter constante as concentragdes de glicose sanguinea
por um certo periodo de tempo®Y. A concentracao de glicose circu-
lante é determinada pelo balanco entre a taxa de liberacdo de glicose
pelo figado e a taxa de consumo desta pelos outros tecidos. Porém, a
quantidade de glicogénio estocada no figado é muito baixa (~100 g)
em relagao ao requerimento didrio de glicose pelo organismo (>300
g/dia)®. Isto requer disponibilidade elevada de glicogénio muscular
e de glicose plasmatica para a manutencao da performance durante a
atividade muscular prolongada'®'?. H3 evidéncias de que 0 aumento
da performance durante o exercicio estd associado com a manutencao
da glicemia e com uma maior taxa de oxidacdo de glicose no esta-
gio final do exercicio prolongado, quando os estoques de glicogénio
estdo reduzidos!"”. Confirmando a hipdtese de que a fadiga durante
0 exercicio prolongado coincide com a reducéo dos estoques intrace-
lulares de glicogénio, varios estudos tém sugerido que o aumento do
contetido dos intermediarios do ciclo de Krebs pela suplementacéo de
carboidratos é fundamental para a maior producdo oxidativa de ener-
gia durante a atividade fisica de longa duracao"'%?%. Uma vez que o
exercicio prolongado resulta em producéo elevada de ADP e Pi, seguido
de aumento nas concentragdes intracelulares de inosina monofosfato
(IMP) e aménia®1" Isso sugere que a fadiga nesse tipo de atividade
esta relacionada com uma falha na producao de ATP pela via oxidativa.
Por outro lado, a deplecdo dos estoques de glicogénio muscular e/ou
reducdo da glicemia devido ao comprometimento dos estoques de
glicogénio hepético reduz substancialmente a performance durante o
exercicio prolongado®49. A diminuicao da concentracéo de glicogénio
resulta em menor disponibilidade de piruvato, um substrato importante
para producéo de acetil-CoA e para manutencédo das vias anapleroticas
de producdo de intermedidrios do ciclo de Krebs, incluindo oxalaceta-
tol11:20333637) Portanto, um aumento do conteddo dos intermediarios
do ciclo de Krebs é fundamental para a manutencao da producédo de
NADH. Em acordo com essa hipdtese, Spencer et al”?, examinando o
efeito da suplementacdo de carboidratos na performance durante a
atividade fisica prolongada, observaram que o contetido intramuscular
de inosina monofosfato aumenta durante a fadiga em individuos com
0s estoques de glicogénio depletados. Ao passo que, em individuos
com contetdo de glicogénio elevado, observou-se um aumento na
formacédo de intermedidrios do ciclo de Krebs. Apesar dessas obser-
vagoes, alguns estudos ndo conseguiram demonstrar esse efeito do
aumento dos estoques de glicogénio na performance e no contetildo
de intermedidrios do ciclo de Krebs®),

O glicogénio é o principal substrato da vias das pentoses, como ja
mencionado, uma via importante de fornecimento de NADPH/glutationa
para o sistema glutationa redutase/peroxidase na manutencao do estado
redox intracelular™#332, sugerindo que uma menor disponibilidade de
glicogénio poderia ainda comprometer a sintese de glutationa, reduzin-
do a capacidade de defesa antioxidante do musculo esquelético durante
contragdes prolongadas. Conforme descrito anteriormente, a menor
capacidade de manutencao do equilibrio redox poderia comprometer
a atividade de importantes vias metabdlicas de producdo de energia
durante a atividade muscular, incluindo principalmente o ciclo de Krebs
e a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial“'*. Portanto, a ma-
nutencado da glicemia durante o exercicio prolongado é essencial para o
melhor desempenho do musculo esquelético”. Em adicao, a glicose é o
Unico substrato energético do sistema nervoso central e das hemacias.
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Além das alteracbes metabdlicas induzidas pela reducéo dos es-
toques de glicogénio controlar a producdo de Espécies reativas de
oxigénio durante o exercicio prolongado, alterages sistémicas podem
também modificar essa producédo. Nesse tipo de atividade, hd aumento
das concentragdes de hormonios relacionados ao estresse como o hor-
monio adrenocorticotréfico (ACTH), glucagon, cortisol e catecolaminas,
seguido da liberacao de neutrdfilos e mondcitos, importantes fontes de
producao de Espécies reativas de oxigénio®?. Essas alteracdes poderiam
aumentar a ocorréncia de estresse oxidativo durante o exercicio prolon-
gado aumentando a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias e ativagdo
de NF-KB, um importante fator de transcricdo envolvido na sinalizacao
de diferentes processos celulares®®. Porém, o efeito da suplementacao
de carboidratos na producao de Espécies reativas de oxigénio por
essas vias, particularmente durante o exercicio prolongado, foi pouco
estudado®. Conforme j& descrito, a suplementacdo de carboidratos
contribui com a manutencédo da glicemia, reduzindo as concentragdes
de glucagon, cortisol e catecolaminas no plasma, sugerindo que a
suplementacdo de carboidratos pode reduzir a ocorréncia de estresse
oxidativo durante o exercicio prolongado. Em suporte a nossa proposta
nesta revisao, Lord-Fontaine et al®® mostraram que a suplementacéo
de glicose protege as células do ovério de hamsters contra o estresse
oxidativo induzido pelo H,0,, via aumento do conteido de NADPH
produzido na via das pentoses.

Em adicao ao efeito da suplementacao de carboidratos na ma-
nutencao da atividade do ciclo de Krebs, na reducdo da producédo de
Espécies reativas de oxigénio e na performance, estamos propondo que
pode haver um efeito sinérgico desta com a suplementacao de gluta-
tiona durante a atividade fisica prolongada. Os resultados dos estudos
sobre o efeito da suplementacdo de glutationa na performance durante
0 exercicio prolongado sao controversos. O aumento das concentra-
¢oes de glutationa na maioria dos tecidos, via suplementagdo exdgena,
nao é uma tarefa simples, uma vez que glutationa é pouco disponivel
para a maioria dos tecidos apds a administracao oral ou por injecdo
intraperitoneal®. Para contornar esse problema, o aumento na dispo-
nibilidade de cisteina, via suplementacdo de N-acetil-L-cisteina (NAC),
para a biossintese de glutationa, é uma op¢ao de aumento do con-
tetdo de glutationa em muitos tecidos"3”. Embora a suplementacao
de glutationa disponibilize uma quantidade muito baixa desta para os
tecidos periféricos!”, tém sido demonstrado que a glutationa aumenta
a capacidade de trabalho muscular durante o exercicio prolongado em
camundongos®°7), Porém, esses resultados séo surpreendentes, uma
vez que a suplementacdo de glutationa tem falhado em aumentar a
disponibilidade de glutationa nos tecidos'”, ressaltando a necessidade
da realizacao de novos estudos. Em contraste, animais tratados com
a administracdo aguda de glutationa ou N-acetil-L-cistefna (1 g/kg) e
submetidos ao exercicio exaustivo, apresentam aumento de estresse
oxidativo em varios tecidos, incluindo o musculo esquelético®®. A
suplementacao de glutationa ndo protegeu contra o aumento de
estresse oxidativo. De modo interessante, a administracédo de N-acetil-
L-cisteina protegeu a molécula de glutationa contra oxidacao. Porém, a
administracdo de ambos antioxidantes nao teve efeito na performance
durante o exercicio exaustivo de longa duracdo. E importante salien-
tar que as concentracdes de glutationa no musculo esquelético ndo
foram determinadas, indicando que a suplementagdo pode néo ter
sido adequada para induzir aumento nas concentracdes intracelulares
de glutationa no musculo esquelético. A exemplo do armazenamento
de glicogénio no figado, a glutationa é estocada nesse ¢érgao ficando
disponivel para a manutencéo do estado redox dos tecidos!”'3. O
exercicio prolongado reduz os estoques de glutationa, sugerindo que o
aumento no contetdo deste, via suplementacao de N-acetil-L-cisteina,
pode ser benéfica na protecdo contra o estresse oxidativo imposto pela
demanda metabodlica elevadal#”13,

O efeito da suplementacao de N-acetil-L-cisteina na oxidacéo de
glutationa durante o exercicio intenso foi testado em humanos. A su-
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plementacao de NAC aumentou a capacidade antioxidante atenuando
a taxa de oxidacéo de glutationa, indicando que o tratamento foi efetivo
em manter o estado redox durante a atividade muscular®. Em adicao
aos experimentos em que o efeito da suplementacdo de N-acetil-L-
cisteina no estado redox plasmatico foi estudado, em experimentos
utilizando musculo diafragma de rato foi mostrado que o tratamento
com N-acetil-L-cisteina atenua a fadiga muscular durante contragoes
agudas. Ao passo que, em humanos, a infusdo de N-acetil-L-cisteina
significativamente aumentou a forca de contracdo muscular durante
contracoes intensas (fadigante)©6D,

CONCLUSOES FINAIS

Embora estudos conclusivos a respeito do efeito da suplementacéo
de carboidratos e glutationa (NAC) na modulacéo redox do musculo
esquelético durante contragdes sao escassos, Nossa proposta é de que
um efeito associado da suplementacao de N-acetil-L-cisteina (glutatio-
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na) e carboidratos deve ser testado. E possivel que haja aumento da
performance muscular durante a atividade prolongada, aumentando
a capacidade de producdo de ATP via manutencdo da atividade do
ciclo de Krebs e equilibrio do estado redox intracelular. Com base nessa
hipdtese, estratégias que comprovadamente elevam as concentracoes
intracelulares de antioxidantes no musculo esquelético, diretamente
via suplemetacao de N-acetil-L-cisteina (glutationa) ou indiretamente
via suplementacao de carboidratos, podem aumentar a performance
durante o exercicio prolongado.
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