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Efeito do resveratrol sobre o estresse oxidativo e lesao
muscular em ratos submetidos a esforco fisico intenso

RESUMO

O exercicio fisico intenso causa um maior consumo de oxigénio que induz ao
estresse oxidativo capaz de danificar fibras musculares, proteinas e lipideos
corpéreos. O resveratrol (RV) € um potente antioxidante presente naturalmente em
algumas plantas e com agao comprovada sobre o estresse oxidativo causado pela
insuficiéncia renal e diabetes, prevenindo e/ou diminuindo consequéncias do infarto
do miocardio, hipercolesterolemia, cancer e Alzheimer. O presente estudo objetivou
testar a hipotese de que ratos Wistar sedentarios quando submetidos a um esforgo
fisico intenso e tratados com RV (10mg/kg/dia) durante 10 dias apresentam menor
estresse oxidativo e lesdao muscular. O RV néo alterou o perfil metabdlico dos ratos
mantidos em repouso e o exercicio fisico induziu no grupo nao tratado com RV
maior concentragdo plasmatica de glicose (p=0,0361), aspartato aminotransferase
(p=0,0476) e menor concentragcdo de bilirrubina (p=0,0176). A capacidade
antioxidante total foi maior no grupo tratado com resveratrol e submetido & natagao
(p<0,001). Os resultados obtidos comprovam que o esforgo fisico intenso nos
animais sedentarios induziu estresse oxidativo capaz de ocasionar lesdo muscular e
que tais efeitos indesejaveis podem ser atenuados com uso de resveratrol.

Palavras chaves: exercicio, antioxidantes, natacao.
ABSTRACT

The intense physical exercise increases the oxygen consumption and leads to
oxidative stress that is able to damage muscle fibers, proteins and lipids from
organism. Resveratrol (RV) is a potent antioxidant naturally found in some plants, its
action is on oxidative stress caused by renal failure and diabetes, preventing and/or
reducing the consequences of myocardial infarction, hypercholesterolemia, cancer
and Alzheimer's disease. This study aimed to test the hypothesis that sedentary rats
subjected to an intense physical and treated with RV (10mg/kg/day) for 10 days
showed lower oxidative stress and muscle injury.The use of RV did not affect the
metabolic profile in rats kept in rest, in the group not supplemented with RV the
exercise increased plasmatic concentration of glucose (p=0,0361) and activity of
aspartate aminotransferase (p=0,0476), while decreased concentration of total
bilirubin (p=0,0176). An increased total antioxidant status was observed in the group
supplemented with resveratrol and submitted to swimming (p<0,001). The results
demonstrated that the intense physical effort in sedentary animals induced oxidative
stress that can cause muscle muscle damage and that such effects can be
attenuated with the use of resveratrol.

Keywords: exercise, antioxidants, swimming.
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1. Contextualizacdo do problema

O exercicio intenso contribui para o desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e as defesas antioxidantes, denominado estresse
oxidativo. O resveratrol (3,5,4 'trihidroxiestilbeno) é capaz de melhorar a fungéo e
biogénese mitocondrial, promover protegcdo contra doencgas cardiovasculares,
cancer, colesterol e diabetes tipo Il e conferir resisténcia contra o estresse oxidativo,
danos e morte celular (BAUR et al., 2006; LAGOUGE et al., 2006). Ha um grande
interesse na medicina esportiva em se avaliar a agdo de antioxidantes no controle do
estresse oxidativo causado pelo esforgo fisico intenso, porem pouco se conhece
quanto ao efeito antioxidante do RV nesta condicao.

Objetivando investigar se o resveratrol atenua o estresse oxidativo e a lesao
muscular induzida por exercicio fisico intenso em ratos (Rattus norvegicus albinus,
Wistar) sedentarios, realizou-se uma revisao de literatura sistematica nos principais
bancos de dados eletronicos: Portal da Pesquisa, Web Science, Scielo e Science
Direct, Bireme e Athena. A pergunta para a realizagéo da revisao foi estruturada com
trés elementos conceituados na Medicina Baseada em Evidéncias, conforme
preconizado por Castro (2001) — Situagdo: exercicio; Intervencéo: resveratrol;
Desfecho: estresse oxidativo. Tal pergunta gerou a seguinte estratégia para busca
na base de dados da Pubmed: "exercise"[MeSH Major Topic] AND
("resveratrol"[Supplementary Concept] OR resveratrol[Acknowledgments] OR
resveratrol[Figure/Table Caption] OR resveratrol[Section Title] OR resveratrol[Body -
All Words] OR resveratrol[Supplementary Concept] OR resveratrol[Title] OR
resveratrol[Abstract]) AND ("oxidative stress"[MeSH Terms] OR oxidative
stress[Acknowledgments] OR oxidative stress[Figure/Table Caption] OR oxidative

stress[Section Title] OR oxidative stress[Body - All Words] OR oxidative stress[Title]



OR oxidative stress[Abstract]) AND "research and review articles"[filter]. Devido a
escassez de artigos localizados (n=3) no PubMed a revisdo foi expandida para
outros bancos de dados (Portal da Pesquisa, Web Science, Scielo e Science Direct
e Google académico). Nao foi utilizado qualquer limite quanto a espécie, idioma ou
data de publicacdo e o periodo da pesquisa bibliografica se estendeu até o dia
19.01.2012.

Para elaboracdo do artigo (Capitulo 2) utilizou-se os seguintes critérios de
selecdo da literatura: estudos randomizados, publicados em inglés e portugués,
realizados em ratos e camundongos, com delineamento, metodologia e/ou objetivo
similar ao do presente estudo. Para revisdo geral que se segue foram selecionados
textos de revisao de literatura sobre o tema e estudos realizados em outras espécies

e com outros antioxidantes.

1.1. Radicais livres e 0 estresse oxidativo

Os radicais livres sao produzidos naturalmente pelo organismo por processos
metabdlicos oxidativos, sdo de extrema necessidade para ativagdo do sistema
imunoldgico, na desintoxicagdo de drogas, para a produgao de o6xido nitrico em
processos de relaxamento dos vasos sanguineos e garantem a homeostase
intracelular (DEATON; MARLIN, 2003; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

O radical livre € uma molécula com um ou mais elétron nao pareado. Derivados
nao radicais de oxigénio, como o 0zdnio e peroxido de hidrogénio, sdo mais reativos
que o oxigénio induzindo um dano oxidativo intenso. Radicais livres e derivados n&o
radicais de oxigénio sdo denominados e espécies reativas de oxigénio (ERO)

(DEATON; MARLIN, 2003).
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Segundo Deaton; Marlin, (2003) e Schneider; Oliveira, (2004) o oxigénio tem
uma forte tendéncia a receber um elétron de cada vez e a redugdo do oxigénio
resulta na produgao de anion superoxido (O,*) (Equagao 1).

A adicao de um elétron a uma molécula de oxigénio no estado fundamental gera
a formagao do radical superoxido (O27).

Equacéo 1: O+e — 0O

O superoéxido ao receber mais um elétron e dois ions hidrogénio forma peréxido
de hidrogénio (H20;), pelo processo de dismutacido. Essa reacéo é catalisada pela
enzima superoxido dismutase (SOD), com alta concentracdo nas células de
mamiferos acelerando a reacdo a 10* vezes a freqiiéncia para dismutacédo
espontdnea num pH fisiolégico (Equacdo 2) (DEATON; MARLIN, 2003;
SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Equagdo2: 20, +2H" 3590 , H,0,

Quando o H,0, recebe mais um elétron e um ion hidrogénio, é formado o radical
hidroxil (OH"), que é o mais reativo dos intermediarios, pois pode reagir e alterar
qualquer estrutura celular que esteja préxima e assim influenciar enzimas,
membranas ou acidos nucléicos (DEATON; MARLIN, 2003; SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004).

O radical hidroxil pode ser formado quando o H,O, reage com ions ferro ou
cobre (Equacgao 3), denominada Reagéao de Fenton.

Equacdo 3:  Fe?/Cu* + H,O, - OH + OH + Fe**/Cu?

Os ions de metais de transicdo podem catalisar a reacdo entre H,O, e
superoéxido, conduzindo a produgao de radical hidroxil (Equagdo 4), Reacédo de
Haber-Weiss (DEATON; MARLIN, 2003; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Equacdo 4:  H,0, + 0,7 —FCY o OH' + OH + O,
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Os radicais superoxido e hidroxil tém elétrons desemparelhados em sua orbita
mais externa chamados radicais livres. O peréxido de hidrogénio ndo € um radical
livre, representa um metabdlito de oxigénio parcialmente reduzido. Outras espécies
reativas como os oxigénio singletes sdo formas de oxigénio spin-alteradas. Esses
metabdlitos derivados do oxigénio sdo denominados espécies reativas de oxigénio
(ERO), em fungao da maior reatividade para as biomoléculas, alterando o tamanho e
a forma dos compostos com os quais eles interagem (DEATON; MARLIN, 2003;
SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

O o6xido nitrico (NO) pode reagir com superéxido formando perédxido nitrico
(ONOO") que apresenta um longo tempo de vida e é capaz de atravessar a
membrana plasmatica. Também pode induzir a formagdo de um oxidante com
caracteristicas do radical hidroxil (Equacdo 5) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004;
POWERS; JACKSON, 2008).

Equacéao 5: 0" + NO - ONOO" —» ONOO™ + H" —» OH°

A moderada producdo de radicais livres pelo organismo € essencial para a
homeostase intracelular, porém em condicbes de estresse oxidativo a excessiva
producdo de ERO causa um desequilibrio homeostatico ocasionando danos a
lipidios, proteinas e DNA celular, comprometendo as fungdes fisioldgicas do corpo

(JI1995).

1.2. Estresse oxidativo e o exercicio fisico

Estresse oxidativo € um desequilibrio onde espécies reativas de oxigénio (ERO)
tais como o superéxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxil sobrepéem as
defesas antioxidantes (POWERS et al., 1999; YU et al., 2006). O sistema de defesa

endogena € constituido por vitaminas antioxidantes (vitamina A, C e E), acido urico,
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glutationa (GSH), bilirrubina, albumina e por enzimas antioxidantes como superoxido
dismutase (CuZn- SOD-Citosolica e extracelular e Mn-SOD-mitocondrial), catalase
(CAT-heme-enzima), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GR/GPx —
dependente e ndo dependente do selénio) (ARAUJO et al., 2006; YU, 1994). Tais
componentes plasmaticos atuam na defesa antioxidante intracelular eliminando
superoxidos, hidroperéxidos e consequentemente prevenindo as reacdes em cadeia
desses radicais livres que oxidam os substratos celulares (JI, 1995; ANTUNES
NETO et al., 2007).

A catalase desempenha importante papel na eliminagcao do H,O,, promovendo a
sua catalise até agua (Equacéao 6) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Equac&o 6: H,0, + H,0, —AT 0O, + 2H,0

A GPx tem o papel de protecdo contra o estresse oxidativo, convertendo a
glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG), removendo H;O, e
formando agua (Equacéo 7) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Equacdo 7: 2GSH + H202 —SX 5 GSSG + 2H,0

As enzimas CAT e GPx evitam o acumulo de radical superdxido e de peréxido de
hidrogénio para que nao ocorra a producao de radical hidroxil evitando o estresse
oxidativo (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; POWERS; JACKSON, 2008).

Segundo Radak et al. (2003) durante o exercicio, o superéxido pode ser formado
no musculo de varias maneiras: 1) na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial,
principalmente quando esta se encontra numa situagdo de andxia muscular e €
“reperfundida” pelo oxigénio durante, por exemplo, pausa apds um esfor¢co de alta
intensidade; 2) por enzimas como xantina oxidase e 3) pelas enzimas NADPH
oxidase e citocromo P450 oxidase. O musculo esquelético também produz 6xido

nitrico pela reagcao da enzima o6xido nitrico-sintase (REID, 1996). O 6xido nitrico
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pode reagir com o superéxido para formar peroxinitito, um intermediario estavel que
pode se decompor em um poderoso oxidante, com reatividade similar ao radical
hidroxila (ROBERTS et al., 2009).

Durante a atividade fisica exaustiva ocorre um aumento no consumo de oxigénio
decorrente do aumento do trabalho muscular, esse fato incrementa a produgao de
ERO e induz o estresse oxidativo, o qual é dependente da intensidade, duracéo,
local do exercicio e resisténcia a exaustdo do individuo (VINA et al., 2000). O
condicionamento fisico adapta o sistema antioxidante do organismo, minimiza os
danos musculares e plasmaticos (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

No treinamento crénico, a formagao de radicais livres estimula a biogénese
mitocondrial e o aumento da produgdo de antioxidantes enddgenos, porém o
musculo esquelético submetido com carga de trabalho exaustivo sofre maior
lipoperoxidagdo mensurada pela concentragao plasmatica das substancias reativas
do acido tiobarbiturico (TBARS) (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Em ratos, durante
o estresse oxidativo induzido por exercicio fisico realizado acima do limiar anaerdbio,
ocorre aumento de malondialdeidos (MDA), produtos finais da peroxidacgéao lipidica
(JENKINS, 2010).

O exercicio fisico de alta intensidade com carga progressiva causa também um
aumento na concentracdo sanguinea e muscular de lactato e uma deplegédo mais
rapida do glicogénio muscular, antecipando a fadiga e reducdo da performance
atlética (NETTO Jr et al., 2007). A deplecao do lactato plasmatico apds o exercicio é
decorrente da sua remocao pelo figado, rins e fibras musculares tipo | e menor
biossintese em funcdo da maior oxidacdo de acidos graxos e reducao da glicélise

anaerobia (BROOKS, 1991).
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O musculo contém altas concentragbes de creatina quinase (CK), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase
(LDH), de modo que quando ocorre lesdo muscular a atividade plasmatica de tais
enzimas aumenta (BRANCACCIO et al., 2006; NIE et al., 2010).

Em ratos treinados e sedentarios a natagdo em diversas intensidades e duragdes
induz a lesdo muscular e o estresse oxidativo. Quando realizada por 10 semanas
ocasionou dano ao tecido hepatico e muscular, associado a diminuigdo de
antioxidantes como a glutationa redutase e glutationa peroxidase (VENDITTI; Di
MEO, 1996), 50 minutos de natagdo sem carga induziu maior metabolizacdo de
glutationa reduzida e 100 minutos com carga de 3% ou 5% do peso corporal
ocasionou maior consumo de vitamina E (BACHUR et al., 2007), uma hora de
natacdo aumentou a atividade da enzima catalase (TERBLANCHE, 2000), assim
como maior concentragdo plasmatica de AST, ALT, LDH ao ser realizada durante
90 minutos (LEE et al., 2009) e aumento da CK em ratos treinados com 80% da
carga maxima tolerada (SOUZA et al., 2010).

O acido urico é antioxidante ndo enzimatico que pode proteger o organismo
contra o estresse oxidativo decorrente do esfor¢co fisico, sua concentragao
plasmatica pode aumentar significativamente nessas condi¢gdes (ANTUNES NETO et
al., 2007). O acido urico é produzido a partir da degradacéo de compostos purinicos,
por essa razdo o aumento isolado na concentracdo plasmatica ndo pode ser
considerado uma resposta especifica da adaptacao ao estresse oxidativo induzida
por exercicio, contudo o conjunto de alteragcbes nos antioxidantes endogenos
contribui para atenuacdo do estresse oxidativo, eliminacdo de ERO e radicais
hidroxila (BECKER et al., 1993; CRUZAT et al., 2007). A queda da relacao glutationa

reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSH) e do acido urico compromete as defesas
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antioxidantes favorecendo o estresse oxidativo induzido por sobrecarga de
treinamento fisico (PALAZZETTI et al., 2003).

A bilirrubina é produzida pelo catabolismo da hemoglobina, atua como um
potente antioxidante em situacbes de estresse oxidativo devido a capacidade de
eliminar ERO, prevenir a peroxidacao lipidica, desativar o radical hidroxil e proteger
as células da alta concentragdo do peroxido de hidrogénio (MACLEAN et al., 2007;
POWERS; JACKSON, 2008). Também sua fung¢ao antioxidante se deve a ampliagao
do ciclo em que a bilirrubina é oxidada de volta a biliverdina e entdo é reciclada de
volta a bilirrubina via biliverdina redutase (AGUIAR et al.,, 2006; POWERS;
JACKSON, 2008). Entretanto o exercicio intenso pode aumentar a concentragéo
sanguinea de bilirrubina a fim de atenuar os danos oxidativos (POWERS;
JACKSON, 2008).

O exercicio fisico intenso realizado por individuos saudaveis pode reduzir a
capacidade antioxidante total (TAC) do organismo devido a excessiva producéo de
ERO, mas durante o periodo de recuperacido pode ocorrer um aumento da
concentragdo da TAC decorrente da injuria pro-oxidante inicial (FISHER-WELLMAN
e BLOOMER et al., 2009). O treinamento regular induz a adaptagdo do sistema
antioxidante enddégeno e o uso de suplementagdo antioxidante contribui para
minimizar a intensidade do dano oxidativo (FISHER-WELLMAN e BLOOMER et al.,
2009; JI, 1995).

Em sintese, a atividade fisica moderada realizada regularmente e em ambientes
adequados melhora a qualidade de vida e as defesas antioxidantes do organismo,
enquanto que o exercicio intenso aumenta a atividade metabdlica e favorece a
ocorréncia de lesdes oxidativas em biomoléculas, prejudicando a fung&o celular

(SASTRE et al., 1992; VINA et al., 2000).
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1.3. Efeito do resveratrol e outros antioxidantes sobre o estresse oxidativo
durante o esforgo fisico

A membrana dos eritrocitos € rica em lipideos o que o torna sensivel aos radicais
livres liberados em excesso em condi¢des como esforgo fisico extenuante, porém tal
efeito deletério € minimizado “in vitro” pela agado antioxidante da vitamina C e E
(SENTURK et al., 2001).

Em ratos e humanos ha evidéncias de que o uso de antioxidantes como a
vitamina C e E previne a hemodlise pdés-exercicio em individuos sedentarios
(SENTURK et al., 2005), reduz a infiltragdo de neutréfilos no tecido muscular durante
0 exercicio, reduzindo a produgao de ERO e o estresse oxidativo (AOI et al., 2004;
MONTILA et al., 2001). Recentemente foi demonstrado que o resveratrol € capaz de
inibir a morte de eritrécitos “suicidas” em humanos (QADRI et al., 2009).

Na medicina esportiva e veterinaria ha evidéncias de que o uso de suplementos
antioxidantes como as vitaminas E e C, betacaroteno, coenzima Q10, N-
acetilcisteina, acido urico e propranolol minimizam ou evitam os danos oxidativos
musculares e plasmaticos induzidos pelo esfor¢co fisico moderado a intenso
(AGUILO et al., 2005; FISHER-WELLMAN; BLOOMER, 2009;). O exercicio aumenta
a concentracédo sanguinea de MDA e pentano, indicadores indiretos de peroxidagao
lipidica. Enquanto que uma dieta rica em vitaminas E, C e outros antioxidantes,
reduz o estresse oxidativo e os danos musculares resultantes de atividade fisica
intensa (CLARKSON; THOMPSON, 2000; NUNES et al., 2011).

O resveratrol (3,5,4 'trihidroxiestilbeno) € um polifenol presente em uvas, vinhos,
amendoins e raizes de Polygonum cuspidatum e Ruibarbo (Rheum rhapontiicum) em
mamiferos melhorara a fungédo e biogénese mitocondrial, promove protecado contra

doengas cardiovasculares, cancer, colesterol e diabetes tipo Il (BAUR et al., 2006;
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LAGOUGE et al., 2006). Também altera o catabolismo protéico, fungdo muscular e
confere resisténcia contra o estresse oxidativo, danos e morte celular de células de
musculo esquelético durante o exercicio fisico (BAUR et al., 2006). O trans-
resveratrol € comercialmente disponivel e relativamente estavel se for protegido de
pH alto e luz (NAYLOR, 20009).

O glucosideo de resveratrol pode ser absorvido pelo intestino delgado e
metabolizado pelo figado (SOMOZA, 2005). Assim como os glucosideos de
flavondides, a excregao € por via urinaria (SOMOZA, 2005). Walle et al. (2004)
observaram que apos uma dose oral de 25 mg de "C-resveratrol (110 mmol) em
seis seres humanos, o inicio do pico de concentragdo equivalente do resveratrol no
plasma foi de 491 + 90 ng/mL uma hora apds a dose inicial. Seis horas apds houve
um segundo pico em todos os individuos de 290 + 68 ng/mL.

O polifenol resveratrol € potente antioxidante bem absorvido por via oral,
rapidamente metabolizado e ndo apresenta registro de toxicidade significativa em
humanos (COTTART et al., 2010). A bioatividade do resveratrol administrado por via
oral em ratos Wistar foi investigado (WENZEL et al., 2005) e os resultados sugerem
que efeitos antioxidantes obtidos em estudos “in vitro” possam nao ser evidenciados
em ensaios “in vivo”. O resveratrol (10uM) foi capaz de aumentar em 30-45% o
sistema redox da membrana eritrocitaria humana de modo que seu uso pode ser
benéfico em condigbes em que ha diminuicdo do potencial antioxidante plasmatico
(PANDEY; RIZVI, 2010).

Ratos alimentados com uma dieta rica em gordura e suplementados com
resveratrol (22mg ou 186 mg/kg/dia durante seis semanas) tiveram aumento da
sobrevida e aumento do tamanho, conteudo e atividade mitocondrial da fibra

muscular ndo-oxidativa, o que contribuiu para um aumento no consumo maximo de
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oxigénio das fibras musculares e maior resisténcia a fadiga muscular ao realizarem
exercicio na esteira (BARGER et al., 2008).

O resveratrol exerce uma variedade de beneficios a saude que incluem a
eliminacao direta da ERO (STOJANOVIC et al., 2001), a inibicdo da xantina oxidase
(JIA et al., 2008) e a ativagao de vias intracelulares que melhoram o metabolismo e
induzem a biogénese mitocondrial (BAUR et al., 2006).

O resveratrol melhora as habilidades motoras dos ratos obesos e idosos durante
exercicios fisicos, estimula a biossintese de mitocdndrias no musculo esquelético e
figado (BAUR; SINCLAIR, 2006; SUN et al.,, 2010; SUN et al., 2011), além de
conferir protecao a sindrome metabdlica e degeneracao senil (BAUR; SINCLAIR,
2006). Ikizler et al. (2006) relatam que 20 mg/kg/dia de resveratrol administrado em
ratos durante 14 dias protege o musculo esquelético de lesao celular e do estresse
oxidativo induzido por um protocolo Isquemia/Reperfusdo, sendo avaliados pela
concentragdo plasmatica de mioglobina, LDH, CK, MDA, carbonila e proteina
sulfidrila. Suplementagédo 0,05% de resveratrol em ratos idosos durante 10 dias e
submetidos a exercicio isométrico do musculo gastrocnémio e so6leo diminuiu o
estresse oxidativo muscular (perdxido de hidrogénio, peroxidagao lipidica, atividade
da xantina oxidase e razdo GSH/GSSH) (RYAN et al., 2010).

A atividade fisica estimula uma resposta hiperglicémica relacionada com o
aumento da atividade glicogenolitica muscular e hepatica por estimulagdo do
sistema nervoso simpatico (TAN et al.,, 1992). Segundo Rogatto (2004) a
gliconeogénese contribui com o aumento da glicemia em ratos submetidos a natagao
em funcdo de elevagbes na secrecdo de horménios glicocorticoides durante a
atividade fisica. Ha registro de que tratamento com 10 mg/kg/dia de resveratrol por

30 dias atenua a hiperglicemia em ratos induzidos a diabetes mellitus, assim como
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os nives séricos de ALT, AST, ureia, creatinina, colesterol e triglicrideos (SCHMAZ
2011).

O exercicio fisico agudo quando realizado sem condicionamento pode induzir um
aumento da concentragéo sérica de colesterol e glicose (AFONSO et al., 2003) ou
uma diminui¢do (Young et al., 2007), porém condicionamento fisico promove maior
reducdo do colesterol (Sikatar et al., 2011). O RV inibe a oxidagcdo de LDL e a
produgdo e secrecdo de lipoproteinas, assim como o aumento da atividade do
receptor hepatico de LDL, contribuindo para menor taxa de colesterol total circulante

(ARIBAL et al., 2009).
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Resumo

O exercicio fisico intenso causa um maior consumo de oxigénio que induz ao
estresse oxidativo capaz de danificar fibras musculares, proteinas e lipideos
corpéreos. O resveratrol (RV) € um potente antioxidante presente naturalmente em
algumas plantas e com agao sobre o estresse oxidativo causado pela insuficiéncia
renal e diabetes, prevenindo e/ou diminuindo consequéncias do infarto do miocardio,
hipercolesterolemia, cancer e Alzheimer. O presente estudo objetivou testar a
hipétese de que ratos Wistar sedentarios quando submetidos a um esforgo fisico
intenso e tratados com RV (10mg/kg/dia) durante 10 dias apresentam menor
estresse oxidativo e lesdao muscular. O RV néo alterou o perfil metabdlico dos ratos
mantidos em repouso e o exercicio fisico induziu no grupo nao tratado com RV
maior concentragdo plasmatica de glicose (p=0,0361), aspartato aminotransferase
(p=0,0476) e menor concentragdo de bilirrubina (p=0,0176). A capacidade
antioxidante total foi maior no grupo tratado com resveratrol e submetido a natagao
(p<0,001). Os resultados obtidos comprovam que o esforgo fisico intenso nos
animais sedentarios induziu estresse oxidativo capaz de ocasionar lesdo muscular e
que tais efeitos indesejaveis podem ser atenuados com uso de resveratrol.

Palavras chaves: exercicio, antioxidante, natacao.
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Abstract

The intense physical exercise increases the oxygen consumption and leads to
oxidative stress that is able to damage muscle fibers, proteins and lipids from
organism. Resveratrol (RV) is a potent antioxidant naturally found in some plants, its
action is on oxidative stress caused by renal failure and diabetes, preventing and/or
reducing the consequences of myocardial infarction, hypercholesterolemia, cancer
and Alzheimer's disease. This study aimed to test the hypothesis that sedentary rats
subjected to an intense physical and treated with RV (10mg/kg/day) for 10 days
showed lower oxidative stress and muscle injury.The use of RV did not affect the
metabolic profile in rats kept in rest, in the group not supplemented with RV the
exercise increased plasmatic concentration of glucose (p=0,0361) and activity of
aspartate aminotransferase (p=0,0476), while decreased concentration of total
bilirubin (p=0,0176). An increased total antioxidant status was observed in the group
supplemented with resveratrol and submitted to swimming (p<0,001). The results
demonstrated that the intense physical effort in sedentary animals induced oxidative
stress that can cause muscle muscle damage and that such effects can be
attenuated with the use of resveratrol.

Keywords: exercise, antioxidant, swimming.

Introducéo

Estresse oxidativo € um desequilibrio em que espécies reativas de oxigénio
(ERO) tais como o superoéxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxil sobrepdem
as defesas antioxidantes [1,2]. O sistema de defesa enddégeno € constituido por
vitaminas antioxidantes (vitamina A, C e E), acido urico, glutationa, bilirrubina,
albumina e por enzimas antioxidantes como superdxido dismutase, catalase,
glutationa redutase e glutationa peroxidase [1]. Tais componentes plasmaticos
atuam na defesa antioxidante intracelular eliminando as ERO e consequentemente
prevenindo as reacdes em cadeia desses radicais livres que oxidam os substratos
celulares [3].

A moderada produgdo de ERO nas fibras musculares é fisiologicamente
importante para o aumento da permeabilidade ao Ca?* [4], aumento da forca de
contragdo muscular, regulagéo da expresséo génica e metabolizagdo da glicose [5].

A excessiva producdo de ERO e oOxido nitrico pelas fibras musculares durante a
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contracdo muscular decorrente do exercicio fisico induz a reducéo da forga contratil,
a fadiga muscular [4] e causa lesdo no musculo esquelético [5].

O exercicio fisico extenuante causa um desequilibrio da homeostase intracelular
entre pré-oxidantes e antioxidantes decorrente do aumento de ERO geradas pelo
maior consumo de oxigénio [6]. O estresse oxidativo decorrente de uma sessao de
exercicio fisico pode causar danos a lipidios, proteinas e DNA, assim como lesdes
das fibras musculares, dor e inflamacao [6,7]. A intensidade do dano oxidativo e
aumento da atividade plasmatica de creatina quinase (CK), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase
(LDH) é dependente da intensidade, duracao, ambiente e resisténcia a exaustao do
individuo [8, 9,10].

A natagdo exaustiva em ratos treinados e sedentarios gera dano ao tecido
hepatico e muscular, associado a diminuicdo de antioxidantes como a glutationa
redutase e glutationa peroxidase [11], maior metabolizagdo de glutationa reduzida e
vitamina E [12], aumento da atividade das enzimas catalase [13] e superdxido
dismutase [7], assim como maior concentracado plasmatica de AST, ALT, LDH [14] e
CK[15].

Ha evidencia do uso de suplementos antioxidantes como as vitaminas E e C,
betacaroteno, coenzima Q10, N-acetilcisteina, acido urico e propranolol minimizam
ou evitam os danos oxidativos musculares e plasmaticos induzidos pelo esforco
fisico moderado a intenso [16]. Em humanos saudaveis exercicio aumenta a
concentracdo plasmatica de malondialdeido (MDA), indicador indireto de
peroxidagao lipidica [17]. Enquanto que uma dieta rica em antioxidantes, reduz o

estresse oxidativo e os danos musculares resultantes de atividade fisica intensa [17].
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Nunes et al. (2011) [18] relatam que em ratos a suplementagdo com o
antioxidante Panax ginseng minimizou estresse oxidativo e a lesdo muscular
induzida por natacdo. Neste estudo observou-se que a suplementacdo com
antioxidante e a natagdo ndo causaram aumento sérico de acido urico, CK, ALT e da
capacidade antioxidante total (TAC), entretanto o tratamento com ginseng promoveu
uma maior prote¢ao do tecido muscular de forma que o aumento de MDA e a AST
de ratos submetidos a natacao foi menor.

O resveratrol (RV) é um polifenol presente em uvas, vinhos, amendoins e raizes
de Polygonum cuspidatum e Ruibarbo (Rheum rhapontiicum) capaz de promover
protecdo contra doencas metabdlicas, melhorando a funcdo e biogénese
mitocondrial [19,20]. Este antioxidante exerce em camundongos uma variedade de
beneficios a saude que incluem a inibicdo da xantina oxidase, eliminacao direta de
ERO, prevengao da oxidacao lipidica e protéica, além da inibicdo da agregagao
plaquetaria [21,22,23,24].

No mundo moderno o sedentarismo € um problema de saude publica, sendo
grande o interesse por tratamentos que previnem o estresse oxidativo que ocorre em
individuos sedentarios que praticam eventualmente uma atividade fisica. Ha
evidéncias de que o RV previne a oxidagdo lipidica, aumenta a atividade da
catalase, altera o catabolismo protéico, a funcdo muscular e confere resisténcia
contra o estresse oxidativo, danos e apoptose de células do musculo esquelético
durante o exercicio fisico em camundongos [19,24].

Estudos experimentais sobre estresse do esforgo fisico realizados com ratos tém
sido considerados como os mais confiaveis que os realizados em humanos, uma vez
que permitem minimizar diversos fatores que podem influenciar parametros

utilizados para avaliar a lesdo muscular, metabolismo oxidativo e antioxidante [16].
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Entretanto sdo escassas as investigagdes sobre o efeito antioxidante do RV sobre o
estresse oxidativo decorrente do esforgo fisico em ratos [25, 26].

No presente estudo foi investigada a hipdtese de que ratos sedentarios
submetidos a um esforgo fisico intenso e tratados com RV apresentam menor

estresse oxidativo e lesdo muscular.

Material e Métodos

Esta pesquisa foi realizada de acordo com os principios éticos na
experimentagao animal da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus Aracatuba segundo as resolugdes brasileiras (Lei n°. 6.638, de 8 de maio
de 1979 e Decreto n° 26.645 de 10 e julho de 1934), conforme aprovacédo da
Comisséo de Etica no uso de animais da UNESP, Campus de Aracatuba (protocolo
FOA-0568/11).

Quarenta ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar) machos adultos com
aproximadamente 350 gramas foram mantidos em ambiente climatizado (22 + 2°C) e
ciclo claro/escuro (12/12 horas diarias), no Laboratorio de Biofisica da UNESP, em
gaiolas comuns com numero de quatro em cada e alimentados com ragao de mesma
qualidade e fabricante (Purina®) e agua a vontade.

Todos os ratos, depois de numerados e sorteados, foram aleatoriamente
submetidos a quatro tratamentos: Grupo N-R- constituido de ratos (n=10) em
repouso e tratados via oral por gavagem com 1 mL de solugado aquosa de NaCl 0,9%
por 10 dias; Grupo N-R+ constituido de ratos (n=10) em repouso e tratados via oral
por gavagem com 1mL de solugdo aquosa de RV (10mg/kgPV/10dias); Grupo N+R-
constituido de ratos (n=10) submetidos ao esforgo fisico intenso de natagédo e

tratados via oral por gavagem com 1 mL de solugdo aquosa de NaCl 0,9% por 10
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dias; e Grupo N+R+ constituido de ratos (n=10) submetido ao esforgo fisico intenso
de natagcado e tratados via oral por gavagem com 1mL de solugdo aquosa de RV
(10mg/kgPV/10dias).

Ratos dos grupos N-R+ e N+R+ foram tratados por dez dias e a ultima dose foi
administrada 30 minutos antes do esfor¢co fisico com uma dose oral de RV
comercial® (10mg/kg PV/dia) equivalente a recomendada para ratos por Schmatz et
al. [27].

Os animais dos grupos N+R- e N+R+ foram submetidos a um periodo de trés
dias de adaptacado com inicio no sétimo dia de tratamento com resveratrol: primeira
sessdo de 5 minutos com agua (30°C + 1°C) na profundidade de 5 cm e ambiente
climatizado (22 + 2°C); segunda sessao de 10 minutos com agua na profundidade de
15 cm e terceira sessao de 15 minutos com agua na profundidade de 40cm [28].

Apos o décimo dia experimental, todos os ratos dos grupos N+R- e N+R- foram
submetidos a uma unica sessdo de 50 minutos de exercicio fisico intenso
objetivando induzir lesdo muscular por estresse oxidativo, conforme protocolo
preconizado por Bachur et. al. (2007) [12]. Para tal utilizou-se um tanque de 60
centimetros de altura e 20 de didmetro com agua para natagéo individual, sendo
monitorado possivel desconforto e exaustdo conforme Veskoukis et al. (2009) [29].

As amostras de sangue total dos ratos em repouso foram colhidas juntamente
com as dos ratos submetidos a natacdo, exatamente duas horas depois do
exercicio. Para tal, os ratos foram sedados com Cloridrato Xilazina 2% (3mg/kg) e
Cloridrato de Cetamina (30mg/kg) de acordo com o peso corporal, em seguida foram
colhidos 5 mL de sangue total por puncdo cardiaca e armazenados em frascos

heparinizados (10 Ul/mL) para imediata obtengdo do plasma por centrifugagao (3600

@ Terratermal® Brasil
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g/10 minutos). A eutanasia foi realizada com dose excessiva de Cloridato Xilazina
2% e Cloridrato de Cetamina de acordo com o peso corporal.

Para a avaliagdo do perfil metabdlico foi complementado com a dosagem de
colesterol pelo método enzimatico (oxidase/peroxidase)®, glicose pelo método
enzimatico (glicose oxidase/peroxidase)’, ureia pelo método enzimatico UV
(urease/glutamato desidrogenase)® e creatinina pelo método cinético (picrato
alcalino)®.

Para avaliagao do estresse oxidativo, utilizando conjunto de reativo comercial, foi
quantificado o TAC pelo método inibicdo de formacdo de cation de ABTS® (2.2-
Azino diethyl-bezothiazoline sulfonic acid)’ monitorado com padrdo antioxidante
especifico para automatizagdo®, assim como a concentragdo plasmatica de
albumina pelo método de verde de bromocresol”, bilirrubina pelo método Van der
Bergh' e 4cido Urico pelo método enzimatico (uricase/peroxidase).

A fim de evitar interferéncia da hemdlise os biomarcadores plasmaticos de lesao
muscular AST*, ALT', CK™ e LDH" foram mensurados por métodos enzimaticos UV.

Todas as analises bioquimicas foram realizadas a 37°C em um analisador
automatizado®, previamente calibrado com calibrador comercial® e controles nivel |4

ell.

® Cholesterol, C6d.11505, BioSystems, Barcelona, Spain.

° Glucosa, Cod.11503, BioSystems, Barcelona, Spain.

¢ Urea/BUN-UV,Cod. 11516, BioSystems, Barcelona, Spain.

¢ Creatinine, Cod.11502, BioSystems, Barcelona, Spain.

"Total antioxidante status, cat. NX2332, Randox laboratories, UK.

9 Anti-oxidants standard, cat. NX2615, Randox laboratories, UK.
f‘AIbumine, Cod.11574, BioSystems, Barcelona, Spain.

' Bilirrubina Espectrofotométrica Cod. 11510, BioSystems, Barcelona, Spain.
' Uric acid, Cod.11802, BioSystems, Barcelona, Spain.

K Aspartate aminotransferase (AST/GOT), Cod. 11830, BioSystems, Spain.
'Alanina Aminotransferase (ALT/GPT) Cod 1156 BiuSystems, Spain.

™ Creatina kinase (CK), Cod. 11556, BioSystems, Spain.

" Lactato Desidrogenase (LDH), Cod. 12580 A25, BioSystems, Barcelona, Spain.
° Analisador automatico BTS, mod. 370 plus, BioSystems, Barcelona, Spain.
P Calibrator serum, C6d.18011, BioSystems, Barcelona, Spain.

9 Assayed control serum level I, Cod. 18005, BioSystems, Barcelona, Spain.
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Apos os estudos das distribuicdes das variaveis quanto a normalidade (teste KS)
e homocedasticidade (Teste Bartllet), conforme preconizado por ZAR (1984) [30],
para as comparag¢des entre os quatro grupos experimentais das variaveis nao
parameétricas e paramétricas, foram utilizadas as provas de Kruskal-Wallis e ANOVA,
respectivamente. As analises estatisticas supracitadas foram feitas com auxilio de

um programa computacional estatistico®.

Resultados e Discusséo
Os valores do perfil bioquimico dos ratos controle em repouso (N-R-) e que nao
foram tratados com RV (Tabela 1) ficaram dentro da faixa de referéncia da espécie

[18,31,32,33], refletindo o estado de higidez observado no exame fisico.

Tabela 1- Perfil bioquimico sérico (média e desvio-padrédo) de ratos Wistar sedentarios submetidos ou
nao ao tratamento com resveratrol (10mg/Kg PV) por 10 dias e submetido a 50 minutos de natagio:
N-R- (em repouso e nao tratados com resveratrol; N-R+ (em repouso e tratados com resveratrol);
N+R- (natacao e ndo tratados com resveratrol); N+R+ (natagéo e tratados com resveratrol).

Marcador N-R- N-R+ N+R- N+R+
Colesterol (mmol/L) 1,98 + 0,30° 2,05+0,31° 1,85 + 0,39° 1,85 + 0,24°
Glicose (mmol/L) 18,04 + 3,58° 20,60 + 4,67%° 24,37 £6,77° 23,78 £ 6,79%
Ureia (mmol/L) 8,60 +1,20° 9,01+1,20° 8,71+1,83° 8,72+1,18°
Creatinina (umol/L) 34,87 +6,97° 35,84 + 7,58° 41,30 + 8,84° 36,42 + 3,88°
Proteina Total (g/L) 66,64 + 4,95° 68,00 + 6,21° 63,64 £ 5,22° 68,60 +7,73°
TAC (mmol/L) 0,73+0,19° 0,78 +0,10° 0,85+ 0,10° 1,12 + 0,10°
Albumina (g/L) 25,45+ 1,732 25,27 +2,15° 23,82 +2,44° 25,10 + 2,07°
Bilirrubina total (ymol/L) 9,45 + 2,822° 10,46 + 3,46° 6,49 +2,31° 8,24 + 2,95%
Acido arico (mmol/L) 0,10 + 0,022 0,11 +0,02° 0,09 + 0,06 ° 0,10+ 0,012

AST (UI/L) 112,27 + 18,06° 117,91 + 25,22%° 143,45 + 27,22° 129,60 + 41,07%°
ALT (UI/L) 58,27 +6,12° 64,64 + 12,787 66,36 + 11,78 63,10 + 12,137

CK (UlI/L) 333,64 +168,05° 376,18 + 185,05° 479,18 +171,84% 437,90 + 220,71°
LDH (UI/L) 328,18 + 147,72 437,18 +305,56° 446,91 + 157,41% 405,30 + 258,98 °

* Letras ndo coincidentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (p<0,05) segundo poés-teste

de Tukey/Dunn.

" Assayed control serum level 11, Cod. 18007, BioSystems, Barcelona, Spain.

* Graphpad Instat.



34

Os valores de glicose plasmatica dos ratos em repouso e n&o tratados com RV
(N-R-) (Tabela 1) foram superiores aos de referéncia considerados por Thrall et al.
(2007) [33] e Kaneko et al. (2008) [34], o que € explicado pelo fato de que os ratos
nao foram submetidos a restricdo alimentar.

O resveratrol nao alterou o perfil bioquimico sérico dos ratos sedentarios sem
exercicio (N-R+) em relagcdo ao grupo sedentario controle (N-R-) (Tabela 1),
evidenciando que a dosagem e o tempo de administracdo do RV utilizados sao
seguros, nao sendo evidenciado qualquer efeito colateral associado a lesao
muscular, renal, hepatica ou alteragdo metabdlica. Estes resultados s&o similares
aos de Schmatz et al. (2011) [27] que igualmente ndo observaram alteracdo nos
niveis séricos de colesterol, glicose, ureia, creatinina, AST e ALT.

Os ratos nao tratados com RV e submetidos a natagdo (N+R-) apresentaram
glicemia significativamente superior (Tabela 1) aqueles mantidos em repouso (N-R-).
Esta diferenca deve-se ao fato da atividade fisica estimular uma resposta
hiperglicémica relacionada com o aumento da atividade glicogenolitica muscular e
hepatica por estimulagdo do sistema nervoso simpatico [35]. A gliconeogénese
contribui com o aumento da glicemia em ratos submetidos a natacdo em funcao de
elevagoes na secregao de horménios glicocorticoides durante a atividade fisica [36].

Ha registro de que o tratamento com 10 mg/kg/dia de resveratrol por 30 dias
atenua a hiperglicemia em ratos com diabetes mellitus [27]. No presente estudo, os
ratos tratados e exercitados ndao apresentaram diferenga estatistica em relagdo ao
controle tratado e sedentario, reforcando a hipotese que o resveratrol pode ter
contribuindo para atenuar a hiperglicemia resultante do esforco fisico.

Houve apenas uma sutil diminuigdo da concentragao plasmatica de colesterol

total decorrente da natagao (Tabela 1), resultado similar ao relatado por Siktar et al.
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(2011) [37]. E sabido que o colesterol apenas é reduzido apés o condicionamento
fisico adquirido com a pratica diaria de exercicio fisico [38].

A maior atividade plasmatica de AST foi observada nos ratos ndo tratados com
RV e submetidos ao esforgo fisico intenso da natagdo (N+R-), indicando maior lesao
muscular neste grupo. Outros estudos igualmente observaram aumento de AST em
ratos submetidos a natagéo [14] e corrida [38].

Os demais marcadores de lesdo muscular analisados (ALT, CK e LDH) nao
diferiram (Tabela 1) entre os ratos em repouso (N-R-, N-R+) e os que nadaram
(N+R-, N+R+). Resultados similares foram observados em ratos submetidos a
treinamento de natagdo por 60 minutos [39] e natagcdo até exaustdo [18].
Sabidamente a meia-vida da CK é mais curta e a atividade das enzimas utilizadas
como marcadores de lesdao muscular podem variar de acordo com os diferentes
protocolos de exercicio, intensidade, tempo de execugdao e modalidade de atividade
fisica [16,40].

A atividade de AST plasmatica dos ratos submetidos a natacdo tratados (N+R+)
foi menor do que os nao tratados (N+R-), porém tal diferenga nao foi significante
(Tabela 1). Entretanto, considerando que a atividade plasmatica da AST é
proporcional ao numero de células lesadas [10], pode-se concluir que os ratos
submetidos a natagdo e tratados com RV apresentaram menor grau de lesao
muscular do que o grupo néo tratado (Tabela 1), sugerindo que este antioxidante foi
capaz de atenuar tal lesdo. Resultados similares sobre a prevencdo da lesao
muscular e do estresse oxidativo com uso de RV ja haviam sido comprovados em
ratos idosos [22] submetidos a exercicio isométrico do musculo gastrocnémio e

soleo [24].
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A bilirubina é um importante antioxidante endégeno e pode aumentar decorrente
ao exercicio fisico [1], porém uma concentracdo significativamente menor foi
observada nos ratos com maior atividade sérica de AST (Tabela 1). Este resultado
sugere que a menor concentragdo de bilirrubina pode ter contribuido para a maior
lesdo muscular observada neste grupo, uma vez que nao houve diferenca entre os
grupos em relagcdo aos demais antioxidantes endégenos mensurados (albumina e
acido urico). A reducéao da bilirrubina tem sido associada com o aumento de alguns
antioxidantes como a Vitamina C e E [41,42,43]. Portanto é razoavel hipotetizar que
nos primeiros momentos apdés o estresse fisico um aumento compensatério na
sintese desses antioxidantes possa ter causado a diminuigdo da concentragao seérica
de bilirrubina observada nos ratos submetidos a natacao.

O acido urico é outro antioxidante ndo enzimatico que pode proteger o organismo
contra o estresse oxidativo decorrente do esforgo fisico, sua concentragao
plasmatica pode aumentar significativamente nessas condigdes [1]. No presente
experimento ndo houve alteragdo do acido urico duas horas apds o exercicio de
natacdo (Tabela 1), assim como observado por Nunes et al. (2001) [18]. Por ser
produzido a partir da degradacdo de compostos purinicos, o aumento isolado na
concentragdo plasmatica ndo pode ser considerada uma resposta especifica da
adaptacdo ao estresse oxidativo induzida por exercicio [1,44]. Os mecanismos
envolvidos com o estresse oxidativo sdo complexos e acredita-se que um conjunto
de alteragcdes nos antioxidantes enddgenos contribui para atenuacao do estresse
oxidativo, eliminacado de ERO e radicais hidroxila [17,44].

Segundo alguns autores, o exercicio fisico intenso pode reduzir a capacidade
antioxidante do organismo decorrente da excessiva producdo de ERO e o

treinamento fisico regular promove uma adaptagdo do sistema antioxidante
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endoégeno minimizando o dano oxidativo [16,3]. Entretanto, duas horas apds a
natagc&o os ratos tratados com RV apresentaram valores de TAC significativamente
superiores aos dos demais grupos (Tabela 1), sugerindo uma adaptagao do sistema
oxidante ja nos primeiros momentos do estresse causado pelo esforgo muscular
extenuante. Venditti e Di Meo (1996) [11] também observaram aumento do TAC
imediatamente apds exercicio intenso de natagdo em individuos sedentarios. O
aumento de TAC é resultado da injuria pro-oxidante inicial e o tratamento com
antioxidante pode contribuir para esse aumento [16].

Embora o conjunto dos resultados demonstre que a lesdo muscular de ratos
sedentario submetidos a natacdo pode ser atenuada pelo uso do RV, ha
necessidade de ampliar esta investigacdo com outras doses e marcadores de
estresse oxidativo para melhor entender os mecanismos envolvidos com o0 aumento
da capacidade antioxidante total que contribuiram para minimizar o estresse

muscular.

Conclusao
O estresse oxidativo e a lesdo muscular em ratos sedentarios submetidos ao

esforgo fisico intenso foram atenuados com uso do antioxidante resveratrol.
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research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itseif.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images
that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service,
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The Editors strongly encourage graphical abstracts and suggest that amongst the examples given
http://www.elsevier.com/graphicalabstracts, that example 11 and 12 best reflect the sort of graphical
abstract most suited to this field and journal.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point), See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords
Following the abstract, list keywords for indexing. These keywords should cover precisely the contents

of the submitted paper and should give readers sufficient information as to the relevance of the paper
to their particular field.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those

individuals who provided help during the research (e.q., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Nomenclature and abbreviations

Stylistic details must be kept constant. For example, electron spin resonance is abbreviated either ESR
or EPR(for electron paramagnetic resonance). Either can be used, but both should be given and stated
as equivalent at the first mention.(This is the recommendation of the International EPR Society.)
Formulas for radicals follow IUPAC recommendations and contain a superscripted (not centered) large
dot that precedes a charge,if any. Thus, superoxide is represented by 02" -, not O2 -, or some other
permutation.

Other examples are HO " or "OH (not OH"), RO ", ROO "/ 'NO2, CH20H, etc. In the text, names of
radicals are preferred, rather than using formulas in the middle of sentences. For names of radicals,
use alkoxyl, peroxyl, and hydroxyl and not alkoxy, peroxy, etc. (correct nomenclature requires the
'I' on the end of radicals, as in methyl, hydroxyl, etc.). Use tert, not t-, etc., for abbreviations. For
example, CORRECT: tert-butoxyl, sec-peroxyl; INCORRECT: t-butoxy, s-peroxy.

Wherever possible, nomenclature and abbreviations should be in accordance with internationally
agreed rules. When an enzyme or compound is first mentioned in the text, specification by its code
number accompanied by its systematic name (as distinct from its trivial name) is requested by the
Editors, but not checked for correctness.

Official names of drugs are preferred to trade names.

Standard three-letter codes for the common amino acids may be used freely and without definition,
but the one-letter codes should be restricted to comparisons of long protein sequences. Similar
considerations apply to nucleosides and nucleotides, Standard three-letter codes for carbohydrates
and for purine and pyrimidine bases may also be used. All other abbreviations should be defined
when they first appear in the text. If an extensive list of abbreviations is used, please provide an
alphabetical list with definitions followed by the references at the end of the article.

Temperatures denoted by an unqualified degree symbol are assumed to be Celsius. For solution
strengths, percentages should be expressed by the sign %, followed in cases of ambiguity by w/w,
w/v, or v/v [e.g., 5% (w/v) means 5 g/100 ml].

All non-standard abbreviations should be defined in a footnote.
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Elsevier aims at connecting online articles with external databases which are useful in their respective
research communities. If your article contains relevant unique identifiers or accession numbers
(bioinformatics) linking to information on entities (genes, proteins, diseases, etc.) or structures
deposited in public databases, then please indicate those entities according to the standard explained
below.

Authors should explicitly mention the database abbreviation (as mentioned below) together with the
actual database number, bearing in mind that an error in a letter or number can result in a dead link
in the online version of the article.

Please use the following format: Database ID: xxxx

Links can be provided in your online article to the following databases (examples of citations are
given in parentheses):

* GenBank: Genetic sequence database at the National Center for Biotechnical Information (NCBI)
(GenBank ID: BA123456)

* FDB: Worldwide Protein Data Bank (FDB ID: 1TUP)

= CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC ID: AI631510)

= TAIR: The Arabidopsis Information Resource database (TAIR ID: AT1G01020)

* NCT: ClinicalTrials.gov (NCT ID: NCT00222573)

= OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM ID: 601240)

* MINT: Molecular INTeractions database (MINT ID: 6166710)

= MI: EMBL-EBI OLS Molecular Interaction Ontology (MI ID: 0218)

= UniProt: Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProt ID: Q9HOHS)

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter,

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation for
purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will be dealt with accordingly.
For graphical images, this journal is applying the following policy: no specific feature within an image
may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast,
or color balance are acceptable if and as long as they do not obscure or eliminate any information
present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed
in the figure legend.

Electronic artwork

General points

= Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.

= Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbaol.
» Number the illustrations according to their sequence in the text,

» Use a logical naming convention for your artwork files.

= Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

* Submit each figure as a separate file,

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://fwww.elsevier.com/artwerkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.
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TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is'.

Please do not:

* Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resclution is too low;
* Supply files that are too low in resolution:

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artworlk

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with
the correct resolution, If, together with your accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.qg.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color
in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference
for color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,
please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration, Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters, Avoid vertical rules. Be

sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press’ implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words "this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue,

Reference management software

This  journal has standard templates available in key reference rmanagement
packages EndMote (htrp:,f,f-.a.--.mfv.-,endnore.:;mn,fsupport,fenswms.asp} and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only
need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references
and citations to these will be formatted according to the journal style which is described below.

Reference style

Type references double-spaced and number them consecutively in the order in which they are first
mentioned in the text, not alphabetically. Cite references in the text, tables, and legends in sequential,
numerical order, placing the numbers in square brackets, References cited only in tables or figure
legends should be numbered in accordance with a sequence established by the first mention in the
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Journals Indexed in Index Medicus published by the U.5. Department of Health and Human Services.
Examples of reference style are as follows:

Journal:

[1] Muller, F. L.; Lustgarten, M. S.; Jang, Y.; Richardson, A.; Van Remmen, H. Trends in oxidative
aging theories. Free Radic. Biol. Med. 43:477-503; 2007.

Book:

[2] Van Faassen, E.; Vanin, A., eds. Radicals For Life: the Various Forms of nitric oxide. Amsterdam:
Elsevier; 2007.

Chapter in edited book:

[3] Zuo, L.; Clanton, T. L. Detection of reactive oxygen and nitrogen species in tissues using redox-
sensitive fluorescent probes. In: Sen, C. K.; Packer, L., eds. Redox cell biology and genetics, part A.
Methods in enzymology, volume 352, San Diego: Academic Press; 2002: 307-325.

Abstract:

[4] Freeman, B.; Aslan, M. Tissue oxidation and nitration reactions in a mouse model and humans
with sickle cell disease (abstract). Free Radic. Biol, Med. 33:5298; 2002,

Manuscripts that have been accepted for publication may be cited as "in press” in the reference list
using the estimated year of publication:

[5] Aguirre, J.; Lambeth, 1.D. Nox enzymes from fungus to fly to fish and what they tell us about Nox
function in mammals. Free Radic. Biol. Med. In press; 2010.

Reference to a paper as "in press” implies that it has been accepted for publication. Evidence (e.q.,
a photocopy of the note of acceptance from the journal concerned) should accompany the submitted
typescript. Papers that are "in press” should be included as a number in the text. Other papers
submitted before or simultaneously with the paper in question should be included as a number in
the text and in the References section, stating the name of the journal. Copies of papers that are
submitted elsewhere should be provided for inspection by the Editars. Omission of this information will
delay publication and may lead to redating of a submitted manuscript. Papers presented at scientific
meetings that are not available in published form should not be cited as references in the References
section.

Unpublished results should not be listed in the References section. In the text they are mentioned
as follows: "(Tervoort MV and Glimcher J, unpublished data)". When unpublished results are cited,
the data should be provided for the Editors' information when essential for proper evaluation, or if
requested.

A personal communication should be mentioned in the text as follows: "(Tervoort MV, personal
communication)". Authors should net make unauthorized use of personal communications, Personal
communications are not to be included in the Reference section.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: http/ fveww.nim.nih.gov/tsd/serials/lji. htrmil
List of title word abbreviations: http:/fwww.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;
CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent. htmi,

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include these within the body of the article, This can be done in the same way
as a figure or table by referring to the video or animation content and neting in the body text where it
should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video
file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the files in one of our recommended file Formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and
animation files supplied will be published online in the electronic version af your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills" with your
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files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to
this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Supplementary material captions
Each supplementary material file should have a short caption which will be placed at the bottom of
the article, where it can assist the reader and also be used by search engines.

Full Online Submission

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

e Keywords

« All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

¢ Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

* References are in the correct format for this journal - preferred but not essential.

« All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
« Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
* If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. The correct format for citing a DOI is shown as follows (example taken
from a document in the journal Physics Letters B):

doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, the DOIs are guaranteed
never to change.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be provided in
the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now provides authors with
PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7 (or
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