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RESUMO

O exercicio fisico intenso € um poderoso estimulo para promogao do estresse
oxidativo em animais e humanos, estas lesbées podem estar relacionado com
fadiga e/ou lesGes teciduais, é uma condicdo que exerce influéncia sobre o
balango entre ataque oxidativo e os mecanismos de defesa antioxidantes.
Durante a pratica de atividades fisicas, ocorrem varias reagées quimicas que
levam a formagao de EROS (espécies reativas de oxigénio) que sdo oxidantes
potentes e levam as lesdes teciduais. Diante do exposto foi avaliado o possivel
efeito genotdxico em células do epitélio bucal, através do teste de micronucleo.
Foram selecionados 75 individuos aleatoriamente divididos em 3 grupos de 25
individuos cada (praticantes de musculagéo; praticantes de corrida e nao
praticantes de exercicio fisico). Foram analisadas células do epitélio bucal
colhidas, com auxilio de uma escova tipo cytobrush. Apds a colheita, as
amostras foram submetidas ao processo de esfregaco. Apos 24 horas, as
ldminas foram coradas com giemsa durante 15 min. A analise citologica foi
realizada com microscopia optica utilizando um aumento de 1000x foram
observadas 2000 células por individuo. Os resultados foram submetidos ao
teste-t de Student com nivel de significancia de 5% (P<0,05). Nas condi¢des
testadas observou-se que a modalidade anaerdbica (musculagéo) apresentou

maior numero de micronucleo, evidenciando assim o estresse oxidativo.

Palavras-chave: Musculagéo, Estresse Oxidativo, Micronucleo.

INTRODUGAO

Nos ultimos anos houve um crescimento consideravel pela procura de
exercicios fisicos, tendo como enfoque a promogéo de saude e fins estéticos.
Principalmente individuos do sexo feminino em busca de padroes estéticos
ideais, muitas acabam indo em busca de um corpo perfeito e deste modo
seguindo dietas erradas e treinos que muitas vezes ultrapassam uma
sobrecarga que seu corpo suporta (CIEBIS; NATALI, 2001). No entanto, o

exercicio fisico pode estar relacionado com o aumento da produgao de radicais



livres, estes elementos séo classificados como espécies reativas de oxigénio e
sdo altamente nocivos as estruturas das células (SILVEIRA, 2004).

O oxigénio se apresenta como um componente fundamental para o
metabolismo celular, porém, o consumo excessivo deste nutriente, pode levar a
producdo excessiva de radicais livres (FERNANDES et. al, 2012). Entre os
efeitos negativos da ERO (espécies reativas de oxigénio) estdo a possivel
ocorréncia de apoptose em células saudaveis e desencadeamento de
inflamacdo e alteracdo de fungbes celulares (KRAUSE, 2009). Assim o
exercicio fisico aerdébico pode ser considerado uma situagdo favoravel ao
aumento da producdo de ERO, em consequéncia do aumento do volume de
oxigénio maximo (KOURY; DONANGELO, 2003).

Em um processo denominado respiragao celular, 4 atomos de hidrogénio
e 4 elétrons sao incorporados ao oxigénio formando agua. No entanto, uma
pequena quantidade de oxigénio pode aceitar menos de 4 elétrons, formando
os radicais livres (CORONHO et al., 2001). Em niveis fisiologicos, a geragao
intracelular de espécies reativas de oxigénio, ndo é necessariamente lesiva, e
desempenham papel fundamental na sinalizagdo celular e expressao génica
(BERRA; BENCK; MASCIO, 2006). O excesso dessas substancias esta
relacionado com lesdes celulares, tais como, peroxidacao de lipideos, danos ao
DNA, oxidacdo de proteinas, inativagdo enzimatica, ativagdo de citosinas pro-
inflamatérias e aumento do risco de cancer (SILVA; FERRARI, 2011).

O desequilibrio entre os sistemas antioxidantes e prooxidantes, onde
exista a predominancia do ultimo, recebe o nome de estresse oxidativo
(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). No estresse oxidativo existe um aumento da
formagéo de espécies quimicas, como a superoxido, peroxido de hidrogénio,
radical hidroxil, que ultrapassa a capacidade das defesas antioxidantes
quimicas (vitamina C, E, carotenos, fendis, etc) e enzimaticas (superdxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase, etc) do organismo (SOUZA JR;
PEREIRA, 2005). Além de danos ao DNA, o estresse oxidativo pode causar
uma alteragdo nos lipideos, que recebe o nome de peroxidagao lipidica, a
mesma tem a capacidade de promover alteragdes na fluidez da membrana, o
que prejudica o transporte celular (SILVA; FERRARI, 2011).

Durante e apds exercicio fisico é evidenciado o aumento do consumo de
oxigénio e ativagdo de vias metabdlicas especificas, esses fatores se



relacionam com o aumento da formagao de radicais livres. Em exercicios
intensos e extenuantes essas moléculas se encontram aumentadas e sao
relacionados com algumas doengas (cancer, aterosclerose, doencgas
inflamatarias, etc.) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Finker e Holbrook (2000),
apud Cruzat et al. (2007), afirmam que a estratégia mais eficiente para
aumentar as defesas antioxidantes do organismo é induzir o aumento do
estresse oxidativo, fato que estimularia gradativamente as defesas
antioxidantes endogenas aumentando a resisténcia a lesbes induzidas pelos
exercicios. Margaritis et al. (1997), apud Cunha et al. (2006), demonstraram
que quanto maior o volume de oxigénio maximo de triatletas, mais alta sera a
atividade enzimatica antioxidante de GPx nos eritrocitos.

Estratégias nutricionais como o0 consumo de moléculas com
propriedades antioxidantes, como o tacoferol, beta-caroteno, selénio, zinco,
acido ascorbico diminuem a acao toxica dos radicais livres (PRADA et al.,
2004). Alguns estudos demonstram que a suplementacdo de vitamina E,
creatina e glutamina pode reduzir a quantidade de lesbes decorrente do
exercicio fisico exaustivo (CRUZAT et al., 2007).

Apesar do certo cuidado dos praticantes de atividade fisica com relagcao
a saude, além da preocupagao com o aumento da massa muscular e de uma
boa performance, € de suma importancia haver também um equilibrio entre os
alimentos nutricionais, principalmente os ricos em elementos antioxidantes.
Tendo em vista que muitos desconhecem a producado de radicais livres que
acontece naturalmente, mas que o excesso destes causa varias doencas
(PINHO ; SILVA, 2013).

O estresse oxidativo pode ser provocado tanto em exercicio aerdbio
quanto em exercicio anaerébio (VANCINI et al, 2006). Exercicios fisicos
intensos geram a produgao de radicais livres devido ao aumento do consumo
de oxigénio e por varias outras vias. Nessa perspectiva, € valido destacar que
as EROS, nem sempre sao resultados a partir do metabolismo celular, sendo
também produzidos por oxidases (BARZILAI ; YAMAMOTO, 2004). Em um
estudo conduzido por Alessio et al. (1993) onde foram comparados
biomarcadores de estresse oxidativo, apds exercicio aerdbio e isométrico ndo-
aerobio, foram encontradas evidéncias de estresse oxidativo em ambos os

protocolos de treinamento. Em consequéncia da lipoperoxidagdo, a membrana



celular € um dos principais elementos atingidos pelo estresse oxidativo. Alguns
fatores como a perda de seletividade na troca iénica e proliferagcdo do material
das organelas, tais como a liberagdo de proteinas hidroliticas dos lisossomas e
produgéo de elementos citotéxicos, refletem em danos e reparagdo inadequada
do DNA, de modo que, resulta em morte celular (BARBOSA, 2012).

Considerando, entdao, o exercicio fisico como sendo de fundamental
importancia para a saude, torna-se relevante o estudo dos possiveis danos a
saude dos praticantes de atividade fisica, em fungcdo da exposi¢cado a leséo,
buscando, se necessario, promover a adogdo de medidas preventivas, ja que
esses individuos podem estar sob risco ao praticarem atividade fisica, de sofrer
um estresse oxidativo (SILVEIRA, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o possivel efeito genotéxico em
células do epitelio bucal através do teste de micronucleo em individuos que
praticam atividade fisica.

Em sintese, micronucleo sao pequenas estruturas que possuem
cromatina justaposta ao nucleo principal ou filhas binucleadas apds a conclusao
da mitose. Estes podem surgir em respostas a resultados de processos
clastogénicos, aneugénicos (ALBAS et al., 2014).

O teste do micronucleo € considerado um procedimento rapido, barato,
ndo invasivo, que pode ser repetido varias vezes, para a prevencado e
monitoramento de individuos sob-risco quando expostos a agentes genotdxicos
(CARVALHO et al., 2002).

METODOLOGIA
Caracterizagdo do espago amostral

O estudo foi constituido por 75 individuos, sendo 25 individuos (17 do
sexo masculimo e 8 do sexo feminino) praticantes de musculagdo, 25
individuos (16 do sexo masculino e 9 do sexo feminino) que praticam atividade
aerobica e 25 individuos ( 9 do sexo masculino e 16 do sexo feminino) que
nao praticam nenhum tipo de aividade. Levando-se em consideragao a faixa
etaria de idade entre 18 aos 50 anos.

A populacdo da amostra foi constituida por frequentadores de espacgos



publicos (Parque da crianga e acgude velho) e privados (academia),
direcionados para pratica de exercicios fisicos, localizados na cidade de
Campina Grande/ PB.

Foram incluidos na amostra Individuos aparentemente saudaveis( néo
apresentando nenhum tipo de ferimento na mucosa bucal). Sendo o estudo
submetido ao comité de ética da Universidade Estadual da Paraiba sob N°
66902917.2.0000.5187.

Coleta e Preparagdo do Material para anélise de dados e analise de
dados

Apbés o bochecho de 100mL com agua destilada para retirada de
possiveis residuos que venham a conter na cavidade bucal, foi realizada a
coleta de células do epitélio bucal (lado direito e esquerdo) de cada voluntario
com o auxilio da escova tipo cytobrush, que, posteriormente foi colocada em
um microtubo tipo eppendorf (2mL) contendo 0,7mL de solugao salina (NaCl a
0,9%). Logo apos transferiu-se 0,3mL desse material para um novo tubo,
depois centrifugou a 1500 rpm, desprezou o sobrenadante adicionou-se 0,3mL
de fixador cornoy junto ao pellet e deixou durante 15 minutos, em seguida o
material foi colocado sobre as laminas secas e limpas, deixou secar durante 24
horas a temperatura ambiente sendo corado com Giensa durante 15 minutos.
A andlise citolégica foi realizada com microscopia optica utilizando um
aumento de 1000x foram observadas 2000 células por individuo. . A analise
citolégica foi realizada com microscopia optica utilizando um aumento de 1000x
sendo observadas 2000 células por individuo.

Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a a’nalise estatistica, sendo
aplicado o teste-t de Student, com nivel de significancia de 5% (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, sdo apresentados os valores de média e desvios padrdes
das alteragbes nucleares avaliadas em cada grupo. De acordo com a analise



estatistica dos resultados, foi visto que houve diferengas significativas entre a
frequéncia média de micronucleos obtida na avaliagdo dos 3 grupos
analisados, onde verificou-se uma frequéncia maior de micronucleo no
exercicio anaerdbico, ou seja, no grupo musculagdo quando comparado ao
grupo controle. Pode-se observar também que além de micronucleo foi
possivel observar varias outras alteragées nucleares. As alteragcées nucleares
degenerativas sdo proprias de um epitélio em renovagao, mas que quando em
ocorréncia excessiva sao indicadoras de apoptose (cariorréxis, cromatina
condensada, picnose) e necrose (caridlise, cariorréxis, cromatina condensada e
picnose), revelando, respectivamente, efeitos genotoxicos e citotoxicos de uma
dada exposicao( TOLBERT et al.,1991).

Tabela 1. Média e desvio padrdo das alteragdes celulares em individuos

praticantes e ndo praticantes de atividade fisica da cidade de Campina Grande.

GRUPOS
MUSCULAGAO CORRIDA CONTROLE
ALT. CELULAR

PICNOTICA 65,88 + 33,43 53,84 + 35,10 42,96 + 20,65

CONDENSADA 0,40 + 0,82 0,56 + 0,92 0,52+1,23
CARIORRETICA 17,36 £ 22,28 6,68 12,39 9,52 +11,42

NUCLEAR BUD 2,12+3,11 2,92+3,13 3,36+ 4,25

BINUCLEADA 4,76 £ 5,13 5,12 +5,40 3,36+ 3,08

BASAL 0 1,08 + 1,50 0,16 £ 0,37 3,36+5,03

CARIOLITICA 2,28+2,53 1,52 +1,53 2,52+1,98

1MN 532+4,33 3,60+3,35 2,00+2,14

2 MN 0,00 +0,70 0,08 + 0,28 0,00 + 0,00

ALT.CELULAR= alteragdo celular ; 1IMN= 1 micronucleo; 2MN= 2 micronucleo

>

Diferenciada Picndtica Condensada Cariorrética Cariolitica

5 .
e Nac
. | , | 3

Nuclear bud Binucbeada 1 MN 2 MNs
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Figura 1. alteragdes nucleares degenerativas que devem, segundo Tolbert et al.
(1991),serem computadas adicionalmente a micronucleos.

Na figura 2, é possivel observar um aumento médio significativo de
micronucleo no grupo musculagdo quando comparados aos demais grupos.
Estima-se que esse resultado se deva ao fato da maioria dos praticantes de
musculacdo terem feito e ainda fazerem o uso de anabolizantes e outras
substéncias utilizadas para hipertrofia muscular. Frankenfeld et al. (2014)
ressalta que o uso de anabolizantes geram diversos efeitos colaterais entre

eles, apoptose, sinalizagao celular e envelhecimento.
6,00
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Figura 2. Médias de Micronucleos nos trés grupos.

Os radicais livres, vém sendo relacionados com diversas enfermidades
que afetam o homem (AMES et al, 1993). As ERO se apresentam como
substancias eletrofilicas, com grande atividade reativa, logo, as bases
nitrogenadas que compde os acidos nucléicos tendem a sofrer a agao de tais
substancias, pois apresentam alta densidade de elétrons (BATTACHARYA;
BARTON, 2001).

O registro na literatura da ocorréncia de micronucleos em funcdo da
atividade fisica é escasso e teve inicio com o estudo de Schiffl; Zieres e Zankl
em 1997. Nesse estudo, os autores avaliaram a ocorréncia de micronucleos em
apenas seis individuos, computando o aparecimento dessas estruturas em
3000 linfécitos binucleados, cultivados 24h e 48h apds duas sequéncias de
exercicios intensos. O numero médio de micronucleos aumentou
significativamente nos dois periodos, tendo os autores concluido que o
exercicio fisico causa severas mutagées ao nivel cromossémico nos linfocitos
sanguineos. Esses autores mostraram que o exercicio fisico exaustivo

aumenta a frequéncia de micronucleos, evidenciando, assim, os efeitos
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genotoxicos do estresse oxidativo induzido pelo excesso da atividade fisica (
MOTTA et al., 2017).

Fiamoncini et al. (2002) analisou o efeito no estresse oxidativo
promovido por uma sessdo de treinamento aerobio comparativamente com
uma sessao de treinamento anaerobio em uma amostra de jogadores juvenis,
no qual foram avaliado as Substancias Reativas a Acido Tiobarbittrico e
conteudos de defesas antioxidantes, constatou-se maior estresse oxidativo
sistémico apds o exercicio aerdbio. Em contraposigéo, através dos resultados
deste estudo, observou-se maior dano ao DNA apds uma sessado de exercicio
anaeroébio. Sao varios os fatores que podem ser responsaveis pela producgao
de radicais livres durante o exercicio fisico, dentre eles, o processo de
isquemia-reperfusao, estresse metabdlico, producédo de lactato.

Durante a realizagéo de exercicios fisicos muito intensos e extenuantes,
que possa levar a fadiga tecidual, ha um grande aumento de oxigénio que
chamamos hipoxia, resultante da lesdo causada no tecido muscular provocada
pelas repetidas contragdes. Devido ao rapido aumento do fluxo sanguineo ha
um retorno do oxigénio para os tecidos levando a formagao de radicais livres.
(UCHIYAMA et al, 2006). Child et al ( 2001), apud Souza et al, 2010 verificaram
em uma amostra exclusiva de homens, aumento significativo de hidroperéxido
lipidicos, 2 a 4 dias apds contragées excéntricas realizadas com 80% de 1
repeticdo maxima (1RM).

Durante a isquemia tecidual, o ATP (adenosina trifosfato) € degradado
até AMP( adenosina monofosfato) em consequéncia da demande energética
muscular. Como a disponibilidade de oxigénio € reduzida durante a isquemia,
AMP continua a ser quebrada a hipoxantina, que sera convertida em xantina, e
acido urico pela xantina-oxidase, produzindo radical superoxido e peroxido de
hidrogénio. Durante a reperfusdo forma-se também o radical hidroxila
(MCARDLE et al, 2001). O radical hidroxila extremamente reativo tem a
capacidade de se fixar as bases do DNA ou extrair atomo de hidrogénio das
mesmas e gerar os produtos observados no genoma (WARD, 2004).

Em exercicios com predominancia anaerdbia € evidenciada a produgao
de 6xido nitrico, pois o radical tem maior atividade nas fibras glicoliticas, do que
nas fibras oxidativas. O aumento na produgdo de Oxido nitrico durante a
contragcdo da inicio a uma série de reagbes geradoras de radicais livres, na
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qual o 6xido nitrico liga-se com o radical superdxido para formar peroxinitrito
(REID, 2001). O peroxinitrito representa um oxidante que pode produzir muitos
dos produtos observados no DNA, varios mecanismos levam a formagao de
radicais livres a partir do peroxinitrito, que podem ser responsaveis pelos danos
ao DNA (SANTOS et al, 2001).

A maioria dos estudos que analisam a producgéo de radicais livres utiliza
unicamente o exercicio aerobio como estratégia para promover o estresse
oxidativo, pelo aumento do consumo de oxigénio observado durante a
realizagdo, uma condi¢cdo necessaria para aumento da produgdo de radicais
livres (SOUZA et al, 2010). Assim, a escassez de estudos com relagdo ao
estresse oxidativo e exercicio anaerdbio representa uma das limitagdes deste
estudo. Além disso, nao foi incluida na metodologia da pesquisa a analise de
outro biomarcador de estresse oxidativo e nenhum marcador de intensidade
confiavel, utilizando apenas a percepgao subjetiva do esforgo dos individuos, a
producdo de radicais livres dentro do exercicio sendo de predominancia
aerobia ou anaerobia é dependente de alguns fatores, como a frequéncia,
intensidade e duracdo do exercicio (VANCINI et al, 2006 ). Logo sao
necessarios outros estudos que analisem a intensidade através de uma

variavel confiavel.

CONSIDERAGOES FINAIS

As informagbes obtidas no presente estudo mostram que foi possivel
verificar alteragdes nucleares em alguns grupos e no grupo musculagao houve
um aumento significativo de micronucleo. Ressalta-se, portanto, a importancia
e necessidade de pesquisas como esta, a fim de esclarecer que a pratica
indevida e/ou extenuantes de atividades fisicas geram lesées musculares
ocasionando danos no DNA e seus possiveis efeitos genotoxicos, tornando
imprescindiveis para que os riscos potencias a saude do consumidor sejam
avaliados.
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EVALUATION OF POSSIBLE GENOTOXITY THROUGH THE
MICRONUCLEOUS TECHNIQUE IN INDIVIDUALS WHO PRACTICE
PHYSICAL ACTIVITY.

QUEIRQOS, Jucianny sabino’
LIRA, Walclecio Morais?

ABSTRACT

Intense physical exercise is a powerful stimulus for the promotion of oxidative
stress in animals and humans, these lesions may be related to fatigue and / or
tissue damage, it is a condition that influences the balance between oxidative
attack and antioxidant defense mechanisms. During the practice of physical
activities, several chemical reactions occur that lead to the formation of EROS
(reactive oxygen species) that are potent oxidants and lead to tissue damage.
Considering the above, the possible genotoxic effect in cells of the buccal
epithelium was evaluated through the micronucleus test. We selected 75
individuals randomly divided into 3 groups of 25 individuals each (bodybuilders,
runners and non-exercisers). Cells collected from the buccal epithelium were
analyzed using a cytobrush brush. After collection, the samples were submitted
to the smear process. After 24 hours, the slides were stained with giemsa for 15
min. Cytological analysis was performed with optical microscopy using a 1000x
magnification. 2000 cells were observed per individual. The results were
submitted to Student's t-test with a significance level of 5% (P<0.05). Under the
conditions tested, it was observed that the anaerobic modality (bodybuilding)
had a higher micronucleus number, thus evidencing oxidative stress.

Key words: Bodybuilding, Oxidative Stress, Micronucleus.
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