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RESUMO

A devada formagdo das espécies reativas do oxigénio (EROs) em decorréncia de um
maior consumo de oxigénio, assim como a ativacdo das vias metabdlicas especificas
durante ou apos 0 exercicio de dta intensidade e/ou longa duracéo, esté relacionado a
uma opressdo do sistema de defesa antioxidante, onde prevalece a formagdo de
oxidantes aos antioxidantes. O consumo dietético de vitaminas antioxidantes, nessas
condicbes, favorece a potencializacdo da defesa celular antioxidante enddgena,
reduzindo o risco de dano tecidual e doencas associadas. O objetivo desse estudo
consistiu em avaliar os efeitos da suplementacéo isolada de vitamina C e a-tocoferol, e
da mistura vitaminica (vitamina C, a-tocoferol e 3-caroteno), nas variaveis relacionadas
ao equilibrio pro e antioxidante do sistema bioldgico de ratos Wistar, através de anélises
bioquimicas, apds 17 semanas de treinamento de natacdo a 80 % da carga maxima, 5
vezes/semana, 30 minutos/dia. Foram analisados o malondialdeido (MDA) plasmatico,
as concentracOes eritrocitarias das enzimas superdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPX) e catdase (CAT), as concentracbes plasméticas das vitaminas
antioxidantes, além dos niveis séricos da creatina quinase (CK) e da lactato
desidrogenase (LDH) como marcadores de lesdo muscular. A vitaminas C e a E
isoladas, apresentaram um efeito protetor contra a peroxidacdo lipidica comparado ao
grupo que consumiu a mistura vitaminica. A mistura vitaminica seguido da vitamina E
foram mais eficientes na protecdo contra o estresse oxidativo em relagdo as enzimas
antioxidantes, enquanto que a vitamina C isolada néo teve o mesmo efeito. A vitamina
E significantemente diminuiu os niveis séricos da CK sugerindo um efeito protetor,

principa mente, contra lesdo muscular, comparado ao grupo controle treinado.

Palavras Chaves: Estresse Oxidativo; Exercicio de Alta Intensidade e Vitaminas

Antioxidantes



ABSTRACT

This high formation of reactive oxygen species (ROS) due a bigger oxigen consumption
and the activation of specific metabolic ways during and after exercise of high intensity
and long duration, has been related to oppression of the antioxidant system, where
oxidant formation prevail over antioxidants. The consumption of antioxidants dietetic
vitamins on this condition will benefit better antioxidant endogen cell-defense reducing
the risk of damaging muscle tissue and association sickness. The object of this studiesis
to vaue the effects of an isolated supplementation of vitamin C and a -tocoferol, and
the mixture between vitamin C, atocofenol and ((carotene, and those related to the
balance pro and antioxidant to the Wistar rats biologic system. Through the biochemical
analyses, after 17 weeks of swimming training 80 % of maximum load, 5 days/week, 30
minutes/day of malondialdehyde (MDA) plasmatic concentration was analyzed as well
as erythrocyte superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX) e ctalase
(CAT) and plasmatic concentration of antioxidant vitamin, even the seric level of
creatine kinase (CK) and lactate dehydrogenase (LDH) with muscle damage indicators
were analyzed . The isolated vitamins C and E had shown an effect of protection
against peroxidation lipidic compared with another group which had consumed a
mixture vitamin. The mixture vitamin followed by vitamin E was more efficient
protecting against stress oxidative than enzymes antioxidants, whereas isolated vitamin
C did not have the same effect. The vitamin E significantly reduced the seric levels from
CK suggesting a protective effects, mainly against muscle damage compared to the
group trained control.

Key Words: Oxidative Stress, High Intensity of Exercise, Vitamins Antioxidants
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1-INTRODUCAO



1 - Introducao

Um aumento na formacdo das espécies reativas do oxigénio (EROs) em
decorréncia de um maior consumo de oxigénio, assim como a ativagdo das vias
metabdlicas especificas durante ou apOs o exercicio, esta relacionado a um grande
nimero de doencas como enfisema pulmonar, doencas inflamatérias, aterosclerose,
cancer, além do envelhecimento (SCHNEIDEDER; OLIVEIRA, 2004).

Os exercicios de dta intensidade e/ou de longa duragdo, podem elevar a
producdo das EROs oprimindo a defesa antioxidante (BOWLES et al., 1991),
incorrendo, assim, no chamado estresse oxidativo, onde prevalece a formacéo dos
oxidantes aos antioxidantes (GRANDRA et al., 2004; SCHNEIDEDER; OLIVEIRA,
2004).

As EROs séo continuamente formadas em pequenas quantidades pel os processos
metabdlicos normais, porém, sua atividade oxidante € limitada por antioxidantes
enzimaticos e ndo enziméticos, aém de outras proteinas e enzimas (AMAYA-
FARFAN; DOMENE; PADOVANI, 2001; SEN, 2001; GRANDRA et al., 2004). Os
niveis celulares de antioxidantes sdo influenciados por numerosos fatores fisiol6gicos,
patol 6gicos e nutricionais (HARRIS, 1992).

As vitaminas C, E e os carotendides s8o0 compostos organicos disponiveis em
grandes quantidades nos adimentos vegetais, especiamente nas frutas
(LOPACZYNSKI; ZEISEL, 2001), e sdo caracterizados como substancias atamente
reativas e facilmente oxidaveis. Em quantidades fisioldgicas podem funcionar como
parte do sistema de defesa antioxidante ndo enzimético do organismo humano (SILVA;
NAVES, 2001).

Em atletas o consumo dietético desses nutrientes esta relacionado ao importante
papel na manutencdo das concentragdes plasmaticas dos antioxidantes em
concentraces consideradas normais, e na protecdo contra o estresse oxidativo induzido
pelo exercicio fisico (GROUSSARD et al., 2003).



2- REVISAO DA LITERATURA



2 - Revisdodeliteratura

2.1 Estresse Oxidativo

2.1.1 Formacéo das Espécies Reativas do Oxigénio (EROS)

A producdo das EROs € parte do processo metabdlico normal de todos os seres
vivos aerobios, e como beneficios fisiolégicos, participam da sintese de componentes
biol ogicamente essenciais para a regulacéo das funcgdes celulares, tais como sinalizacdo
intracelular, transcricdo ativagdo, proliferacdo celular, inflamacdo e apoptose
(ELSAYED, 2001; LACHANCE; NAKAT; JEONG, 2001; MARLIN et al., 2002).

As EROs sdo definidas como sendo uma espécie quimica independente que
contém um ou mais elétrons ndo pareados em sua Ultima érbita (HILL; BURK; LANE,
1987; LITTLE; GLADEN, 1999; MEHTA; LI; MEHTA,1999; LACHANCE; NAKAT,;
JEONG, 2001; MARLIN et al., 2002). A presenca de um elétron ndo pareado tende a
produzir uma grande reatividade, levando a interacdo com numerosas moléculas do
organismo e, podendo, conseglentemente, promover inlUmeros danos aos sistemas
biol6gicos e praticamente a todos os componentes celulares, incluindo proteinas, acido
nucléicos e lipidios (WITT et al., 1992; MARLIN et al., 2002). Com uma maior
freqUiéncia, proteinas e DNA sdo inicidmente atingidos, seguidos da peroxidacédo
lipidica que ocorre mais tardiamente nos processos lesivos (EVANS, 2000; SELMAN
et al., 2002).

Sob circunstancias fisiologicas, a producéo das EROs no organismo ocorre via
escape de elétrons da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e microssomal,
células fagociticas e sistema enzimatico enddgeno, como nicotinamidas adenina
dinucleotideo fosfatase oxidase, xantina oxidase, monoamina oxidase e citocromo R
450 oxidase peroxissoma (LACHANCE; NAKAT; JEONG, 2001). Além disso, ja esta
bem documentado que as EROs podem estar relacionadas ao desenvolvimento de
doencas como diabetes, doencas cardiacas, cancer, e o envelhecimento (MARLIN et
al., 2002). O exercicio fisico, também, esta associado a um aumento na producdo das
EROs (JI, 1995; JENSKINS, 1993) por diversos fatores que serdo descritos adiante.



Quando analisamos mais especificamente o aumento do consumo de oxigénio,
Como ocorre no exercicio, podemos considerar que a maior parte é utilizado na
mitocondria para a formacdo de ATP através da fosforilacdo oxidativa, e reduzido
posteriormente & &gua. Entretanto, uma pequena fracdo desse oxigénio (2 a 5%) é
convertida a radicais intermediarios, tais como, anion superoxido (O2’), perdxido de
hidrogénio (H»0,), radical hidroxil (OH) e oxigénio singlete (*O) que podem ser
produzidos univalentemente e escoar para fora da cadeia transportadora de elétrons
(CHANCE; SIES; BOVERIS, 1979; GOLDFARB, 1999; LOPACZYNSKI; ZEISEL,
2001; SACHECK; BLUMBERG, 2001; BANERJEE et al., 2003).

O O, e a OH sdo radicais livres por definicdo, por conterem um elétron ndo
pareado na sua estrutura atbmica. As demais sdo consideradas espécies intermediarias,
gue por mecanismos de reacOes diferentes, originam os radicais. Mas de modo geral,
sdo todos classificados como espéci es reativas do oxigénio (BANERJEE et al., 2003).

No musculo esguelético, a alta demanda de oxigénio decorrente do exercicio
fisico ocasiona em uma elevada formagio das EROs (GOLDFARB, 1999). E estimado
que para cada vinte e cinco moléculas de oxigénio reduzidas pela respiracdo normal, um
radical livre é produzido. Durante 0 exercicio essa taxa de consumo pode aumentar de
dez a quinze vezes em todo o corpo e cerca de cem vezes no musculo em aividade
(BANERJEE et al., 2003). Hammeren et al., (1993) demonstraram que 0 aumento das
EROs associado ao exercicio agudo in vivoou in vitro coincide com a leséo tecidual
oxidativa

2.1.2 Peroxidacéo Lipidica

A peroxidacdo lipidica € um processo fisiologico que ocorre em baixas
concentragdes em todos os seres humanos (LITTLE; GLADEN, 1999). E definida como
a deterioracdo oxidativa dos componentes celulares, principa mente, dos &cidos graxos
poliinssaturados (PUFA), incorrendo na formagdo das EROs, que podem ser tdxicas e
ocasionar danos a outros componentes celulares (STARNES et al., 1989; DIPLOCK,
1991; IBRAIN et al., 1997; JACKSON, 1999).



Na literatura, os dados indicam uma elevacdo da peroxidacao lipidica durante o
exercicio fisico moderado a extremo, em varios tecidos, como musculo esquelético e
cardiaco, figado, cérebro e eritrécitos (VENDITTI; MEO, 1997).

Os indicadores de peroxidacdo lipidica incluem o pentano expirado,
malondialdeido (MDA), hidroperdxidos lipidicos, isoprostanos e dienos conjugados. Os
gases hidrocarbonos (etano e pentano) sdo formados a partir da oxidagéo dos acidos
graxos (WITT et al.,1992; URSO; CLARKSON, 2003).

O MDA é o ddeido mais, freglientemente, utilizado como marcador do estresse
oxidativo em reposta ao exercicio, pois em condicdes acidas e de calor, reage com 0
&cido tiobarbitdrico (TBA) (HALLIWELL; CHIRICO, 1993; HUANG et al., 2002).
Esse método funciona bem quando aplicado em sistemas de membranas definidos,
como 0s microssomos in vitro (HALLIWELL; CHIRICO, 1993), mas também reage
com aldeidos saturados, ndo saturados ndo funcionais, carboidratos e prostaglandinas
(ALESSIO, 2000).

A Figura 1 representa a cadeia de reacfes quimicas que levam a formagdo do
MDA, mensurado através do HPLC (cromatografia liquida de alta performance),
espectrofotdbmetro, ou espectrofluorescéncia (HALLIWELL; CHIRICO, 1993; HAN et
al., 2000).



A
R-CH=CH-CH-R
Radical &cido graxo poliinsaturado

A
R-CH=CH-CH-R
I

O

07
Radical peroxido lipidico

\
R-CH=CH-CH-R
I

O

OH
Hidroperdxido lipidico

A
(@] @)
| 1
| 1
H-C-CH2-C-H
Malondiadeido

Figura 1 Processo de formacao da peroxidacdo lipidica (Alessio, 2000).

Os dados na literatura sugerem gue as vitaminas antioxidantes como a vitamina
C, a vitamina E, e 0 [3-caroteno atuam na prevencdo ou atenuacdo da peroxidagéo
lipidica. In vitro, a vitamina C mostrou atuar na protecdo das biomembranas a lesdo
oxidativa na fase aquosa (HUANG et al., 2002), e a suplementagdo com vitamina E
elevar os niveis hepaticos de a-tocoferol, capaz de proteger tanto 0s compostos sollveis
em 0Oleo, como os sollveis em agua (IBRAIN et al.,1997).

Em animais, o alto consumo da vitamina C mostrou aumentar a concentragcdo da
vitamina E nos tecidos, sugerindo um efeito potencializador da vitamina C na acéo
antioxidante da vitamina E pela reducdo do tocoferil radical. Com humanos, ha poucos
relatos de que isso aconteca (HUANG et al., 2002).

Segundo lbrain et al. (1997), camundongos que ingeriram vitamina E (&

tocoferol) e 6leo de peixe (altamente susceptivel a oxidagéo), comparados ao grupo



controle que sO consumiu o 6leo de peixe, apresentaram um significante efeito protetor,
ao reduzir os niveis hepaticos de TBARS e dienos conjugados, em relagdo ao grupo néo
suplementado.

Embora haja adaptacéo significante dos antioxidantes enzimaticos e néo
enziméticos ao treinamento e ao exercicio agudo, 0 consumo em quantidades adequadas
de vitamina E é necessario para a manutencdo da integridade da membrana celular
durante o exercicio. No estudo realizado por Sacheck e Blumbergé (2001), a deficiéncia
de vitamina E aumentou a lesdo tecidua por radicais livres no pds-exercicio,
confirmando o potente efeito neutralizador a radicais peroxidos e inibitorio a
peroxidacdo lipidica desse nutriente (METIN et al., 2002).

Meydani et al., (1993), verificaram que 800 Ul/dia de vitamina E, por 48 dias,
aumentou, significativamente, a concentracdo de a-tocoferol no musculo esguelético,
diminuindo a lesdo oxidativa apds o exercicio excéntrico. Esse resultado foi indicado
por uma menor excrecdo urinaria de TBARS, por protecdo do acido graxo
poliinsaturado, e por uma diminuida sintese de dienos conjugados no musculo.

A intensidade e a duragdo do exercicio, bem como, o nivel treinamento dos
individuos, sdo fatores que também influenciam no aparecimento dos produtos da
peroxidacao lipidica. Sumidaet al., (1989), mostraram que a diminuicdo na peroxidacéo
lipidica plasmatica ocorreu com exercicios a 40 e 70% do VO, max e aumentou a 100%
(SUMIDA et al., 1989 apud WITT et al., 1992).

2.2 Sistema de Defesa Antioxidante Enzimatico e Nao Enzimatico

Antioxidantes ndo enzimaticos e enziméticos sdo as duas maiores categorias de
substancias que podem prevenir a formacéo das EROs, seqliestrar as espécies radicais e
converté-las a uma menor atividade molecular, além de auxiliarem na reparacdo da
leso iniciada por esses radicais livres (GOLDFARB,1999).

O organismo humano conta com um €ficiente sistema antioxidativo constituido
pelas enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), e glutationa

peroxidase (GPX), e pelos antioxidantes ndo enziméticos glutationa (GSH), ubiquinona,



flavanoides, é&cido Urico e as vitaminas C ou acido ascorbico, a vitamina E, o b-
caroteno, entre outros. O estresse oxidativo pode ser avalido a partir das mudancas na
atividade enzimética antioxidante nos eritrocitos (URSO; CLARKSON, 2003).

Cada um desses sistemas de defesa desempenha um papel Unico ou
complementa funcbes de outros sistemas. Mas de modo geral, as vitaminas
antioxidantes estéo envolvidas diretamente com as EROs (YU, 1994; MARLIN et al.,
2002), a GSH e outras fontes de tidis desempenham papel importante na manutencéo do
estado de oxi-reducéo celular (redox), e as enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPX,
aém de catalisarem a reducdo de um elétron das EROs (CHANCE; SARONIO;
LEIGH, 1975), auxiliam outras enzimas envolvidas no poder de redugdo, como a
glutationa redutase (GR) e a glicose-6-fosfato-desidrogenase (VENDITTI; MEO, 1997).

2.2.1 Enzimas Antioxidantes

A SOD tem como func&o principal converter o anion superdxido a oxigénio e a
perdxido de hidrogénio, sendo considerada uma importantes enzima no sistema de
defesa antioxidante (POWERS; LENNON, 1999; NAKAO e al.,, 2000;
LOPACZYNSKI; ZEISEL, 2001). O aumento na atividade enzimética da SOD esta
relacionado a resisténcia intensificada ao estresse oxidativo (FIELDING; MEY DANI,
1997).

Foram identificados trés tipos de isoenzimas SOD em mamiferos, caracterizadas
pelos ions metais protéticos e sua localizacdo celular. Sdo elas, a SOD zinco-cobre
(Cuzn-SOD) encontrada predominantemente no citoplasma, em altas concentragdes nos
eritrocitos e figado, a SOD manganés (MnSOD) localizada na mitocdndria,
principalmente no coracdo, rim e figado; e a SOD cobre-zinco extracelular (EC-SOD)
predominante no espaco extracelular, em altas concentracdes no tecido pulmonar e no
rim (NAKAO et al., 2000).

A GSH é o principal tiol ndo protéico intracelular e outro importante sistema
enzimatico antioxidante, utilizado para mensurar 0 estresse oxidativo (URSO;
CLARKSON, 2003). Constitui um ciclo redox, onde participam duas enzimas cruciais,
aGPX eaGR (J; FU; MITCHELL, 1992; LEEUWENBURGH; JI, 1998; SACHECK;
BLUMBERG, 2001; METIN et al., 2002).



Dentro da sua funcéo normal, no sistema de defesa antioxidante, a GPX utiliza a
glutationa reduzida (GSH) como substrato para neutralizar 0 H,O,. Nessa etapa, a
GSSG (glutationa oxidada) € necessaria para a conversao do HO, em GSH, a qual
também contribuira para a eliminagdo do H,O, (URSO; CLARKSON, 2003).

A GPX é encontrada tanto na mitocéndria quanto no citosol, atuando como um
importante protetor celular contra as EROs (POWERS; LENNON, 1999). No exercicio
sua ativacéo é decorrente do aumento no consumo de oxigénio, agindo na remocéo do
H,O, e dos hidroperéxidos organicos da célula (WITT et al., 1992; TIDUS;
PUSHKARENKO; HOUSTON, 1996). Os estudos tém mostrado que os niveis de GPX
e GSSG no plasma ou sangue podem sofrer desequilibrio por um Unico episddio de
exercicio, tanto em ratos, quanto em seres humanos (JI; FU; MITCHELL, 1992).

O terceiro mecanismo redutor do organismo € realizado pela enzima CAT, que
atua na decomposicdo celular do H,O, para formar &gua e oxigénio. Essa enzima
antioxidante é largamente distribuida na célula, com maior atividade nas mitocondrias e
peroxisossomos (POWERS; LENNON, 1999).

2.2.2 Vitaminas Antioxidantes

O consumo dietético de vitaminas antioxidantes e minerais, em condi¢cdes de
elevada formacdo das EROs, como no exercicio fisico, favorece a potencializacdo do
sistema de defesa celular antioxidante endégeno, reduzindo assim, o risco de dano
tecidual e doencas associadas (CHAO et al., 1999).

2.2.2.1 Carotendides

Os carotendides, quanto a estrutura quimica, dividemse em dois grupos, 0s
hidrocarbonetos compostos de carotenos (a, 3 e ?carotenos), e derivados oxigenados
compostos de xantofilas ou oxicarotendides (PENTEADO, 2003).

O termo pro-vitamina A € usado como um indicador genérico a todos os
carotendides que tem atividade biolégica da vitamina A (PENTEADO, 2003).
Carotendides sdo substancias de coloragcdo amarela, laranja e vermelha, encontrados em
muitos alimentos vegetais (BITTENCOURT, 2002).



O [Gcaroteno € o principa carotendide precursor da vitamina A. Sua fungédo
antioxidante é melhor definida por sua capacidade em doador elétrons ao oxigénio
singlete, inativando-o, além de participar de outras reacfes que envolvem as EROs
(GROUSSARD et al., 2003). Esse carotendide causa efeito inibitdrio na peroxidacéo
lipidica, protegendo os lipideos teciduais contra radicais livres de oxigénio ou carbono
centrado e, também atua em sinergismo com a vitamina E (JI, 1995; SIGNORINI;
SIGNORINI, 1993; CORREIA, 2001; PENTEADO, 2003). Além disso, sdo
incorporados em membranas e organelas celulares expostas a baixas pressoes parciais
de oxigénio, ligando-se a radicais peréxidos, interrompendo a cadeia de oxidacéo
(PENTEADO, 2003).

Alimentos como cenoura, couve, espinafre, pimentdo vermelho, tomate e o
brécolis sdo fontes importantes de [3-caroteno (BITTENCOURT, 2002).

Ao contrario da vitamina A, os carotendides ingeridos em grandes quantidades
(acima de 30 mg/dia) geramente ndo sdo tdxicos e ndo causam hipervitaminose A. A
raz&o paraisso, € que a eficiéncia de sua absorcéo intestinal cai rapidamente conforme a
dosagem aumenta, o que leva a uma lenta conversdo em vitamina A, ndo produzindo
efeito tdxico. Individuos que ingerem muita quantidade de carotendides podem
desenvolver hipercarotenose, caracterizada por uma coloracdo amarelada da pele e uma
ata concentragdo plasméatica de carotendides. Esses sintomas desaparecem quando o
consumo é reduzido (PENTEADO, 2003).

A Food and Nutrition Board do Instituto Nacional de Medicina dos Estados
Unidos, ndo emitiram a Ingestéo Dietética de Referéncia (DRI) ou Ingestéo Adequada
(Al) para homens e mulheres adultos para 0 3-caroteno e outros carotendides pro-
vitaminicos A, por considerarem insuficiente e divergentes os dados consignados na
literatura (AMAY A-FARFAN; DOMENE; PADOVANI, 2001).

2.2.2.2 Vitamina E

Vitamina E € o termo genérico utilizado para designar oito compostos
lipossolUveis naturais, sendo quatro derivados do tocol (tocoferdis), e quatro do
tocotrienol (tocotriendis), ambos apresentando-se em quetro formas diferentes (a, b, ge

d). Entre eles, o a-tocoferol € a forma antioxidante mais ativa e mais amplamente



distribuida nos tecidos e no plasma (CORREIA, 2001; PENTEADO, 2003). Os
tocoferGis, bem como os tocotriendis se apresentam como um 6leo viscoso, inodoro e
amarelo-claro. S0 soluveis em 0leos vegetais e solventes organicos como alcool,
acetona, clorofdrmio, éter e, praticamente insollveis em &gua (PENTEADO, 2003).

As principais fontes desta vitamina sd0 0s Oleos vegetais, e em menores
quantidades, tecidos de plantas e alimentos de origem animal como ovos, leite e figado
(PENTEADO, 2003).

A vitamina E é considerada o antioxidante lipossolivel mais importante nos
tecidos, células vermelhas e plasma, principamente nos tecidos que contém niveis
elevados de &cidos graxos poliinsatuardos, como as membranas celulares,
particularmente mais susceptiveis a oxidacdo por radicais livres (IBRAIN et al., 1996;
CORREIA, 2001; GROUSSARD et al., 2003; PENTEADO, 2003).

Embora presente em praticamente todas as membranas bipolares celulares, a
maior porcao de vitamina E no tecido esté concentrada na membrana intermitocondrial,
onde esta localizado o sistema respiratorio de transporte de elétrons. A sua concentragcdo
na membrana plasmética, em relacdo a milhares de moléculas de fosfolipideos, é
pequena, apresentando uma quantidade relativamente constante (60-70 nmol/g) na
maioria dos tecidos corpéreos, como figado, coracdo, pulmao, tecido adiposo, e mais
abundantemente, no tecido adiposo marrom (JI, 1995; EVANS, 2000).

Ja no musculo esquel ético, dependendo do tipo de fibra, a concentracéo € de 20-
30 nmol/g. Essa diferenca na quantidade de vitamina E entre os tecidos, provavelmente
se deve ao nimero de mitocdndrias e o0 potencial oxidativo desses tecidos (JI, 1995;
EVANS, 2000).

Apesar da pequena concentracdo nos tecidos, a vitamina E é muito estavel e
dificilmente € depletada de forma aguda. Apds a doacéo de um elétron para uma espécie
de radical livre, a mesma € convertida em vitamina E radical (oxidada) ou
tocoferilquinona, podendo ser reduzida de volta a vitamina E, pelo ascorbato ou
vitamina C, ou ainda pela GSH. Na auséncia do écido ascorbico, ou em quantidades
insuficientes, a vitamina E oxidada fica estavel e ndo-regeneravel (JI, 1995).

A deficiéncia de vitamina E esté intimamente relacionada a peroxidacdo lipidica.
Evidéncias sugerem que animais alimentados com uma dieta deficiente em vitamina E

apresentam uma perda da fluidez da membrana celular, reducdo de agumas



mitocondrias, lesdo muscular esquel ética e aumento da incidéncia de cardiomiopatia (JI,
1995; SACHECK; BLUMBERG, 2001).

Em relacdo a toxicidade, a maioria dos estudos na literatura relata que individuos
saudaveis que ingeriram doses acima da DRI n&o produziram efeitos colaterais, efeito
teratogénico, de mutagenicidade ou carcinogénese. Porém, é sabido que doses muito
acima das recomendacfes didrias, ou megadoses, podem desenvolver a sindrome da
hipervitaminose E, com sintomas caracteristicos de coagulopatia, hepatotoxicidade,
fragueza muscular, alteracbes da funcdo reprodutora e distlrbios gastrintestinais
(BOWRY; INGOLD; STOCKER, 1992; KEANEY et al, 1994; MEHTA; LI; MEHTA,
1999; PENTEADO, 2003).

A Recomendagdes de Doses ou Cotas Alimentares (RDA) para vitamina E para
homens adultos e mulheres adultas é de 15 mg/dia (AMAY A-FARFAN; DOMENE;
PADOVANI, 2001).

2.2.2.3 Vitamina C (Acido Ascor bico)

A vitamina C é o termo genérico empregado para descrever todos 0s compostos
gue apresentam gquantitativamente a atividade biol6gica do &cido ascérbico. O &cido L-
ascorbico é o principal composto natural com atividade da vitamina C. Essa vitamina
tem caracteristica hidrossolUvel, e € sintetizada por plantas e por quase todos os
animais, com excecdo de humanos, primatas, alguns roedores e passaros, no qual devem
adquiri-la por meio dadieta (PENTEADO, 2003).

Nas células, a vitamina C esta presente no compartimento citosolico e no fluido
extracelular, atuando em conjunto com a vitamina E, mais precisamente, a vitamina E
radical, gerada na fase de membrana celular (JI, 1995; EVANS, 2000).

Além de atuar na regeneracdo do tocoferol, o acido ascorbico é um potente
antioxidante e neutralizador de radicais livres, como o radical hidroxil, e do oxigénio
singlete (GROUSSARD et al., 2003). Por seu alto poder redutor, proporciona protecéo
contra a oxidacdo descontrolada na fase aguosa da célula (AMAYA-FARFAN;
DOMENE; PADOVANI, 2001).

Apobs adoacdo de um elétron avitamina E radical, o ascorbato € oxidado a SDA
(semidehidroascorbato) radical, um composto menos reativo. Esse composto pode ser



reciclado pelo dihidrolipoato ou desencadear uma desproporcional reacéo para formar o
&cido dehidroascorbato (forma oxidada). Na presenca de GSH, a enzima
dehidroascorbato redutase catalisa a regeneragdo do ascorbato. Em animais o SDA
radical pode também ser convertido diretamente para ascorbato pela enzima SDA

redutase, usando o NADH como um potente redutor. Na presenca dos ions metais ferro
(Fe3") e (Cu*") o ascorbato, em atas concentragdes (~1mM), pode atuar como pro-
oxidante, estimulando a reacdo de Fenton ou Haber-Weiss (JI, 1995; CORREIA, 2001).

Fé* + HyO, — F&% +OH +OH -

Figura 2 Reacdo de Fenton (JI, 1995).

O7 + H,Op— O, + OH* OH

Figura 3 Reacdo de Haber-Weiss (JI, 1995).

Alguns individuos parecem ser tolerantes a quantidades diarias elevadas de
vitamina C, porém os intolerantes apresentam sintomas como nauseas, vOmitos,
diarréias e alteracdes na coagulacdo sanguinea. Esses sintomas foram constatados apoés a
ingestdo de doses entre 10 a 40 g/dia, que pode também, levar ao desenvolvimento de
calculo renal e dependéncia (PENTEADO, 2003).

A RDA para a vitamina C para homens e mulheres adultos é de 90 mg/dia e de
75 mg/dia, respectivamente. Ja para os fumantes, em razéo do maior estresse oxidativo,
deve-se aumentar a ingestdo em 35mg/dia (AMAYA-FARFAN; DOMENE;
PADOVANI, 2001).

Além desses, outros compostos bioldgicos de baixo peso molecular também
exibem funcdo antioxidante. S0 eles, o acido Urico, a glicose, a hilirrubina e a
ubiquinona. O &cido Urico, nos Ultimos anos, mostrou ser um potente antioxidante tanto

intracelular quanto extracelular, em funcdo da sua atuac&o na preservagaéo do ascorbato



plasmético, quelando ions metais de transicdo como ferro e cobre, e por neutralizar
diretamente as EROs (JI, 1995; GROUSSARD et al., 2003).

2.3 Adaptacgdes ao Treinamento Submaximo vs Estresse Oxidativo

O termo exercicio “prolongado” € em geral utilizado para definir intensidades de
exercicios que podem ser sustentadas por periodos de 30 a 180 minutos. Na prética, séo
intensidades com consumo maximo de oxigénio (VO, max) entre 60 e 85%
(MAUGHAN et al., 2000).

Varios estudos tem indicado a possibilidade do exercicio de alta intensidade e/ou
longa duracdo, causarem estresse oxidativo ao organismo, por uma maior producdo das
EROs, devido afatores como, um elevado consumo de oxigénio aumentando o processo
da fosforilagdo oxidativa e, consequientemente, a producéo de superdxido mitocondrial,
via reagdes do oxigénio com os radicais flavina e ubisemiquinona (COOPER, 2002);
aumento dos nivels de catecolaminas (COHEN; HEIKKILA, 1974; WITT et al., 1992;
SCHRODER et al., 2001; TAULER et al., 2002; URSO; CLARKSON, 2003);
producdo de &acido lactico (DEMOPULOS et al., 1986); elevada taxa de auto-oxidacdo
da hemoglobina MISTA; FRIDOVICH, 1972; COOPER, 2002); hipertermia (SALO;
DONOVAN; DAVIES, 1991); e o processo oxidativo das células inflamatorias
recrutadas durante um evento de lesdo tecidual (SACHECK; BLUMBERG, 2001,
EVANS, 2002; URSO; CLARKSON, 2003).

Outras origens de formagdo das EROs durante o exercicio, incluem a
redistribuicéo do fluxo sanguineo entre os tecidos, provocando o fendmeno de hipoxia e
reoxigenagdo, e com isso um aumento na producdo de superdxido pela xantina oxidase
nos musculos, atividade contrétil excessiva, resultando na liberacdo de prostanoides e
radicais livres intermedidrios, além da interrupcdo da homeostase do célcio (WITT et
al., 1992; NAKAO et al., 2000; SACHECK; BLUMBERG, 2001; COOPER, 2002;
URSO; CLARKSON, 2003).

Com isso, o equilibrio entre a producéo dessas espécies reativas, a producéo de
antioxidantes e o reparo, sdo afetados (MARSHALL et al.,2002; SVENSSON et al.,



2002; GROUSSARD et al., 2003), incorrendo em lesdo potencia da membrana celular
e das organelas nos musculos, figado, coracdo, cérebro, sangue e outros tecidos
periféricos (WITT et al., 1992; VENDITTI; MEO, 1997; NAKAO et al., 2000; METIN
et al., 2002).

Em decorréncia de repeticdes de séries de exercicios durante dias, semanas ou
meses, surgem adaptagbes fisiologicas e bioquimicas, que levam a melhora no
desempenho de tarefas especificas. A natureza e a magnitude da resposta adaptativa ao
treinamento, dependem da intensidade e da duragdo, do tipo de treinamento, da
freqiiéncia de repeticbes do exercicio, das limitagbes genéticas, o nivel anterior de
atividade do individuo, e o estado nutricional (VENDITTI; MEO, 1997; GOLDFARB,
1999; COYLE, 2000; MAUGHAN et al., 2000).

A maioria dos estudos afirma gque o treinamento aerdbico, em particular, reforca
a atividade potencial antioxidante, aumentando tanto a atividade antioxidante
enzimatica, como a ndo enzimatica (SELMAN et al., 2002; TAULER et al., 2002;
GROUSSARD et al., 2003). Além disso, proporciona uma diminui¢cdo nos niveis de
peroxidacdo lipidica sobre um periodo relativamente curto de treinamento (10 a 18
semanas) (GROUSSARD et al., 2003).

Um estudo realizado por Viguie et al., (1993), em individuos que praticavam
corrida por 90 minutos a 65% do VO, max, durante 3 dias consecutivos, demonstrou
alteracOes no estado da GSH sanguinea ap0s 0 exercicio, que retornou rapidamente aos
niveis basais constatados antes de cada corrida. Porém, os autores ndo observaram
mudancas nos hidroperdxidos lipidicos e ocorréncia de lesdo celular indicada por
alteracdbes do RNA. Concluiram, entdo, que episddios repetidos de exercicios
concéntricos podem resultar em alteraces transitorias no estresse oxidativo sem algum
indicador de lesdo celular.

No entanto, em exercicios extenuantes, como apés uma ultramaratona, ha
ocorréncia de lesdes oxidativas em atletas treinados, indicados por um aumento
plasmatico do MDA, dienos conjugados €/ou por um aumento urinario de 8-
dihidroxideoxiguanosina (8-OhdG). Nessas situagbes, as defesas antioxidantes
enzimaticas, por s SO, ndo conseguem superar a sobrecarga (TAULER et al., 2002).

Uma relagcdo direta entre a intensidade do exercicio e a peroxidacéo lipidica
pode estar associada a les3o e a dor muscular (GOLDFARB,1999; SCHRODER et al.,



2001). O aumento plasmatico das enzimas musculares como a lactato desidrogenase
(LDH) e a creatina quinase (CK) sdo respostas caracteristicas ao exercicio fisico
extenuante usadas, fregientemente, como indicadores de lesdo muscular e comparadas
aos marcadores de estresse oxidativo no sangue e no musculo (GOLDFARB,1999;
SACHECK; BLUMBERG, 2001).

A perda da homeostase do Ca’* e 0 seu aumento intracelular, podem ser um
importante evento na lesdo muscular causada pelo exercicio, aém da deplecdo celular
de tiGis potencializando a geragdo das EROs, a peroxidagdo lipidica e o escoamento de
enzimas intracelulares (EVANS, 2000).

Em razdo da peguena quantidade de antioxidantes enziméticos no plasma
humano, o sistema antioxidante ndo enzimatico tém papel importante em proteger as
células e o musculo contra lesdes provocadas por EROs atuando na defesa contra o
estresse oxidativo, formando menos radicais reativos ou neutralizando a reacéo
(GROUSSARD et al., 2003).

2.4 Suplementacdo Nutricional com Vitaminas Antioxi dantes no Exercicio

Submaximo

A natureza quimica de alguns antioxidantes € determinada pela solubilidade e
sua localizac&o no tecido biolégico. Os antioxidantes lipossolUveis séo encontrados nas
membranas protegendo-as contra danos oxidativos, enquanto os hidrossolUveis no
citosol, na matrix mitocondrial ou fluidos extracelulares (SEN, 2001).

O aumento nas defesas antioxidantes, decorrente do treinamento fisico, pode ndo
ser fisiologicamente proporcional as necessidades, em razédo de uma elevacdo nos
eventos pré-oxidativos (SACHECK; BLUMBERG, 2001).

A influéncia da alimentacéo nessas situacfes de aterada demanda fisiol 6gica,
tem despertado a atencdo de pesquisadores, aos efeitos dos suplementos vitaminicos
antioxidantes no desempenho e/ou no estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2002;
URSO; CLARKSON, 2003), sugerindo que, particularmente, as vitaminas C, E, eo (¥
caroteno, oferecem protecdo contra lesdes causadas por EROs (VENDITTI; MEO,



1997; HEATON et al., 2002; GROUSSARD et al., 2003). As quantidades requeridas
vao depender de fatores como a duracdo, a intersidade do exercicio ou programa de
treinamento, a idade, a dieta, e 0 estado de saide do individuo. (SACHECK;
BLUMBERG, 2001).

Como as vitaminas antioxidantes ndo podem ser sintetizadas pelo organismo, a
suplementacdo dietética em situagdes, como no treinamento fisico, onde o consumo de
antioxidantes € aumentado, significatemente, sobre um longo periodo, € a melhor forma
de manter o equilibrio pr6 e antioxidante contribuindo largamente aos niveis
plasméticos de antioxidantes ndo enzimaticos no repouso (GROUSSARD et al., 2003).

A vitamina E se destaca por proteger as membranas celulares da peroxidagéo
lipidica, sendo o foco de vérios estudos na habilidade da suplementacdo em reduzir o
aumento no estresse oxidativo ou a lesdo muscular causada pelo exercicio de alta
intensidade (URSO; CLARKSON, 2003). Ingerida em conjunto com a vitamina C,
parece ser mais efetiva que de forma isolada, j& que a vitamina C tem o poder de
reciclar a vitamina E, através da reducdo da vitamina E radical, formada na reacdo com
o radical peréxido (WITT et al., 1992; SACHECK; BLUMBERG, 2001).

Além disso, a suplementacdo com vitamina E pode reduzir a lesdo oxidativa
induzida pelo exercicio em humanos e ratos e prolongar o tempo de endurance a fadiga
(VENDITTI; MEO, 1997).

Um estudo realizado com ratos deficientes em selénio mostrou que a vitamina E
em guantidades adequadas na dieta, pode abolir completamente o0 aumento da sintese do
pentano expirado, um indicador do aumento da peroxidacdo lipidica. JA em ratos
deficientes em vitamina E, houve uma elevacdo de seis vezes no pentano expirado, além
da diminuicdo no tempo até a exaustdo na esteira, comparados a animais que ingeriam
nivels adequados dessa vitamina. A diminuicéo na performance é acompanhada de uma
forte concentrac8o de radicais livres estaveis e produtos da peroxidacéo lipidica no
musculo e figado, bem como, um desequilibrio na funcdo oxidativa na mitocondria,
aém de um aumento de vinte vezes nas hemdlises nos eritrocitos desses animais. Em
rdlacdo ao VO, max ndo houve ateragdes decorrentes da deficiéncia da vitamina E
(WITT et al., 1992)

Mehta, Li e Mehta (1999), mostraram em ratos que receberam 100 mg/kg/dia de

vitamina C e 100 mg/kg/dia de vitamina E, isoladas e associadas, por 15 dias, uma



diminuicdo e um retardo significativos de 30-40% no tempo de formacdo de trombos,
na agregacdo plaguetaria e na geragdo do anion superéxido vascular. Na atividade
antioxidante endogena da SOD houve um aumento somente nos animais que
consumiram a vitamina E isolada, sugerindo que a vitamina C em conjunto, pode ter
bloqueado o efeito da vitamina E na atividade da SOD.

Baskin et al., (2000), verificaram o efeito da suplementac&o dietética (400Ul de
a-tocoferol acetato, 3 mg de b-caroteno e 20 mg de luteina), na concentracdo plasmatica
de antioxidantes em cachorros sled (de tren6) submetidos ao estresse oxidativo induzido
por exercicio, e constataram que a suplementacéo resultou em aumento da concentracéo
plasméatica das vitaminas no grupo suplementado que realizou exercicio, dém de

diminuir aoxidacdo do DNA e aumentar a resisténcia das lipoproteinas a oxidacao.

2.5 Relevancia e Aplicabilidade

Inimeras pesquisas sugeriram que os individuos fisicamente ativos envolvidos
em programas de exercicios agudos ou crénicos, podem ser beneficiados pelo consumo
de nutrientes antioxidantes (AGUILO et al., 2003; GIRTEN et al., 1989; MENA et al.,
1991; ROBERTSON et al., 1991).

A suplementacdo nutricional com vitaminas antioxidantes (a-tocoferol, vitamina
C e [3caroteno) pode aumentar as defesas endégenas (PACKER, 1984; DEMOPULOS
et al., 1986; SUMIDA et al., 1989; KUMAR et al., 1992; KANTER; NOLTE;
HOLLOSZY, 1993; CORNELLI et al., 2001; WEDEKIND et al., 2002), mantendo um
equilibrio ertre a producdo das EROs e a capacidade de defesa antioxidante, reduzindo,
dessa forma, os danos oxidativos associados a0 envelhecimento, doengas degenerativas
e model os especificos de exercicio fisico (MARLIN et al., 2002 ; WEDEKIND et al.,
2002).

O uso dessas vitaminas tem sido advogado em diversas condigdes, desde a
suplementacdo para desportistas até a prescricdo para individuos idosos, tendo o seu

papel, sem davida alguma, bem definido no estresse oxidativo. Porém em todas essas



areas, os trabalhos clinicos randomizados sdo poucos e conflitantes, e ainda sem uma
orientacdo definida (CORREIA, 2001).

A manipulacdo dos niveis plasmaticos dessas substancias por meio de
suplemento na dieta pode vir a se constituir como importante tratamento para essas
condicdes no futuro (GALIZIA; WAITZBERG, 2001).

Assim, torna-se importante a realizacdo do presente estudo que nos permitira
avaiar o efeito da suplementacdo de vitaminas antioxidantes durante o treinamento de
natacdo a 80% da carga méxima, em ratos, uma vez que é necessaria a existéncia de um
equilibrio dos pro-oxidantes e dos antioxidantes para preservar a funcéo celular e
tecidual.

Portanto, a padronizagdo em animais, contribuira e permitira no futuro, a
aplicacdo segura desse protocolo em pessoas saudaveis sedentérias, atletas, gestantes e
em individuos portadores de doencas neuro- musculares, cardiovasculares, respiratorias,

entre outros.



3- OBJETIVO



3 - Objetivo

O objetivo do presente trabalho consiste em:

1) Avadliar os efeitos da suplementacéo isolada de vitamina C, a-tocoferol, e da
mistura vitaminica (vitamina C, a-tocoferol e [3-caroteno), nas variaveis
relacionadas ao equilibrio pré e antioxidante do sistema bioldgico de ratos da
linhagem Wistar, através de andlises bioquimicas, apds treinamento de
natacdo a 80% da carga méxima



4- MATERIAL E METODOS



4 - Material e M étodos

4.1 Condicdes Ambientais

Os experimentos foram redizados no Laboratério de Fisiologia e
Farmacodinamica do Instituto de Pesguisa e Desenvolvimento (IP& D) da Universidade
do Vale do Paraiba (UniVap), na cidade de S&o José dos Campos/S&o Paulo.

4.2 Animais

A amostra experimental foi composta por 30 ratos Wistar (Rattus norvegicus,

variagdo albinos) machos, adultos (60-65 dias e com o peso de aproximadamente 240g),
provenientes do Biotério Central do Ingtituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba (UniVap).

Os animais tiveram duas semanas de adaptacdo ao biotério local, onde nos
primeiros 3 dias foi realizado o procedimento de vermifugacédo (15ml de vermifugo —
ricobendazole composto, marca Orurofino - diluidos em 5 litros de &gua).

Os ratos foram mantidos em uma condicdo padréo de temperatura (22-25° C),
umidade relativa (40-60 %), ciclo de 12 horas claro-escuro, alimentados com ragdo para
animais de laboratorio da marca Labcil e agua ad libitum. Apés o periodo de adaptacéo
anatacdo, os animais foram randomizados e divididos em grupos de 3 animais por caixa

de contencéo.

4.3 Adaptacdo a Natacdo

Apbs a adaptacdo ao biotério local, todos os ratos foram submetidos a um
periodo de adaptacdo a natacdo para reduzir 0 estresse sem promover adaptaces do
treinamento (VOLTARELLI; GOBATTO; MELLO, 2002). Essa adequacéo foi
realizada em um tanque (80 x 60 x 60 cm) com capacidade para 250 L de égua,

mantidos a temperaturade 34 + 1 °C controlada por um termostato.



A adaptacdo consistiu em nado livre, em grupos de seis ratos por sessdo, sem
carga, durante 10 minutos/dia por cinco dias, sempre entre 08:00 e 12:00 horas. A
natacéo em grupo foi utilizada, pois promove um exercicio mais vigoroso do que o nado
individual, em razéo do atrito entre os animais (UENO et al., 1997; NAKAO et al.,
2000).

4.4 Grupos Experimentais

Apbs arealizacdo do primeiro teste de determinagdo da carga maxima, 0s ratos

foram distribuidos em 5 grupos experimentais:

1- Grupo Controle (GC):

Constituido por 6 ratos machos sedentarios com ragdo e agua ad libitum.

2- Grupo Controle Treinado (GCT):
Constituido por 6 ratos machos treinados a 80 % da carga maxima com racdo e

&guaad libitum.

3- Grupo Treinado e Suplementado com Mistura Vitaminica (M1X):

Constituido por 6 ratos machos treinados a 80 % carga maxima com racao e
dguaad libitum e suplementados com Mistura Vitaminica (650 mg/kg/dieta de Vitamina
C; 270 mg/kg/dieta de Vitamina E e 70 mg/kg/dieta de b-caroteno).

4- Grupo Treinado e Suplementado com Vitamina E (a -tocoferol) (VIT E):

Constituido por 6 ratos machos treinados a 80 % carga méxima com ragéo e

agua ad libitum e suplementados com Vitamina E (270 mg/kg/dieta).

5- Grupo Treinado e Suplementado com Vitamina C (VIT C):
Congtituido por 6 ratos machos treinados a 80 % carga maxima com racéo e

agua ad libitum e suplementado com Vitamina C (650 mg/kg/dieta).



4.4.1 Suplementacgéo Vitaminica

A quantidade de ragdo consumida nd&o foi mensurada, sendo oferecido
diariamente um adicional de vitaminas em relacéo as quantidades ja presentes na racéo
(as informacgbes nutricionais da racdo estdo presentes no anexo A). As doses
suplementadas de vitaminas antioxidantes foram utilizadas de acordo com Kraus, Roth
e Kirchgessner (1997).

Os suplementos vitaminicos foram fabricados em farmécias de manipulacdo
autorizadas (laudo técnico das vitaminas estdo presentes no anexo B) e administrados
via oral por gavagem todos os dias antes do treinamento e aos finais de semana. Cada
10 doses de vitaminas, separadas por grupos, eram diluidas em 10 ml de &gua destilada,
misturadas com auxilio de um agitador de tubos, para facilitar a diluicdo, e
administradas imediatamente ap6s a diluicdo. Cada rato recebia 1 ml da solucéo
correspondente ao seu grupo.

4.5 Determinacado da Carga M axima para o Treinamento

Apb6s a delimitagcdo dos grupos experimentais, todos os animais foram
submetidos ao teste de carga maxima segundo Osorio et al., (2003 a, b), em uma piscina
cilindrica (50 cm x 45 cm), construida em acrilico transparente com a temperatura da

aguaa34 + 1°C.

4.5.1 Protocolo para Obtencédo da Carga Maxima e Reajuste a
80%

O teste de carga maxima foi realizado individualmente, ou sgja, um animal por
vez. Foram utilizadas placas de aluminio como carga, as quais eram colocadas em um
clips fixado a um elastico posicionado junto ao térax do anima (VOLTARELLI;
GOBATTO; MELLO, 2002), de modo confortavel.

Inicialmente os animais eram pesados para que pudéssemos calcular 0s
percentuais da carga de trabalho, que foi aumentada a cada trés minutos através da

colocagéo das placas no elastico, correspondendo a 1 %, 2 %, 3 %, etc. do peso corporal



total, até que o rato entrasse em exaustdo, atingindo a carga maxima. A exaustéo foi
determinada pela submersdo do animal (LEEUWENBURGH; JI, 1998), por
aproximadamente 8-10 segundos (DAWSON; HOVARTH, 1970; OSORIO et al., 2003
a b).

A determinacdo da carga maxima suportada pelos animais durante o teste nos
permitiu 0 gjuste da carga de trabalho para o treinamento fisico a 80 % dessa carga
maxima.

O teste de carga maxima foi repetido periodicamente para o regjusta das cargas,
com intervalo ertre 5 semanas do primeiro para o0 segundo, 7 semanas do segundo para
o terceiro e 5 semanas do terceiro para o quarto, no final do treinamento, ou sgja, 3 dias

antes da eutanasia.

4.6 Treinamento Fisico

O treinamento dos quatro grupos foram realizados durante 5 dias/semana por 17
semanas, sempre entre as 08:00 e as 12:00 horas, conforme o processo de adaptacao,
totalizando 18 semanas de natagéo. Cada sesséo teve duragdo de 30 minutos.

A carga gque os animais carregavam durante o treinamento consistia do peso total

de pesos de chumbos para pesca envolvidos em uma tira de fita crepe fixada a um
eléstico posicionado junto ao térax do anima (VOLTARELLI; GOBATTO; MELLO,
2002), de modo confortavel.
Observacéo: Devido as altas cargas carregadas pelos grupos, esses passaram por um
processo de adaptacdo a carga que consistiu de 10 minutos na primeira semana de
treinamento, 20 minutos na segunda semana e 30 minutos até a finalizacdo das 18
semanas do treinamento fisico.

Apbs o término de cada sessdo de natacdo, os el asticos com pesos dos 6 animais
eram retirados e em seguida, os ratos eram colocados em uma caixa de contencdo por 30
minutos. No fundo dessa caixa existia uma grade de ferro que impedia o contato dos
animais com a &gua que escoava dos seus pélos, permitindo dessa forma a secagem dos
MesMos.

Durante 0 experimento 0s animais permaneceram no mesmo Laboratorio,

sofrendo as mesmas influéncias ambientais. Todos os animais, independentemente do



grupo a qual pertencam, passaram pelos mesmos procedimentos prévios, ou sgja, pelo

periodo de adaptacdo e pelo teste de carga maxima.

4.7 Controledo Peso Corporal

Para obtenc&o do peso corpora dos animais durante o experimento foi utilizada
uma balanca digital (marca Bel Engineering) com precisdo de trés casas decimais. As
mensuragdes do peso eram redlizadas sempre de 7em 7 dias, antes do treinamento,
entre 07:00 e 08:00 horas.

4.8 Observacao dos Animais

Diariamente, eram feitas observacoes e anotagbes do comportamento dos
animais, principa mente quanto as condicdes da pele e dos pélos.

O tratamento dos animais nesses experimentos estava de acordo com a lei 1?
6638, de 08 de maio de 1979 e com 0s principios éticos e préticos do uso de animais de
experimentacdo estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal —
COBEA (ANDERSEN et al., 2004).

4.9 Sacrificio

O sacrificio foi realizado em uma manhd, apds trés dias da Ultima sessdo de
treinamento, para atenuar os efeitos agudos do exercicio (NAKAO et al., 2000). O
método utilizado foi a decapitacdo (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979; ADAMO et al.,
1989; J; DILLON; WU, 1990; J; FU; MITCHELL, 1992; VENDITTI et al., 1996;
OH-ISHI et al., 1997; VENDITTI; MEO, 1997; MATAIX et al., 1998, NAVARRO-
AREVALO; SANCHEZ-DEL-PINO, 1998; BEJMA; J, 1999; NAVARRO-
AREVALO; CANAVATE; SANCHEZ-DEL-PINO, 1999; VENDITTI; MASULLO;
MEOQO, 1999; KOHNO et al., 2001; RODRIGUES et al., 2003; OSORIO et al., 2003 a;
OSORIO et al., 2003 b; ANDERSEN et al., 2004).

Em seguida, o sangue total (cercade 4-5 mL) foi coletado em um tubo de ensaio

(marca Vacutainer — 10 mL) contendo anticoagulante (heparind) e em outro tubo de



ensalo (10 mL) sem anticoagulante (seco), ambos mantidos sob refrigeracéo com gelo.
Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 3000rpm, por 10 minutos, a temperatura
ambiente, para obtencdo do plasma e soro, respectivamente, que foram congelados a
-40°C (RADAK et al., 2000), no freezer localizado no Laboratério de Preparacdo de
Amostras do IP&DI da UniVap.

Além da coleta sanguinea, o coracdo também foi retirado e armazenado a-40°C,

para posterior andlise da possivel hipertrofia cardiaca (procedimento descrito a seguir).

4.10 Andlises Biogquimicas

Para andlise da peroxidagéo lipidica foi utilizado o plasma obtido do tubo
contendo sangue heparinizado. Os eritrécitos desse mesmo tubo foram submetidos ao
processo de lavagem, no mesmo dia da coleta, conforme Somani et al., (1995), para
posterior andlise das atividades das enzimas antioxidantes.

O procedimento de lavagem foi realizado no Laboratério de Cultura de Células
do IP&DI da UniVap e a andlise das enzimas antioxidantes dos eritracitos foi feita pelo
Laboratorio VITAE situado em So Paulo.

O soro obtido do tubo seco foi utilizado para andlise da enzima creatina quinase
e dalactato desidrogenase.

O espectrofotémetro da marca SHIMADZU UV-1650PC foi utilizado para as

andlises bioguimicas da peroxidaco lipidica e creatina quinase.

4.10.1 Peroxidacéo Lipidica

Para a medida da peroxidacdo de lipidios em plasma foi utilizada a técnica de
Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979), baseada na formac3o de substancias reativas ao Acido
Tiobarbitirico (TBARS), que ocorre apds a peroxidacdo lipidica das membranas

celulares. Estas substancias produzem uma coloragdo caracteristica (rosa), que foi



medida no espectrofotdbmetro com 535 nm. Os resultados foram expressos em nmoles
de TBARS/mI de plasma.

4.10.2 Super 6xido Dismutase (SOD)

Segundo o método de McCord e Fridovich (1969), a transformacéo da xantina
em &cido Urico, catalisada pela xantina oxidase, ativa o O, a O,". A reacdo € acoplada a
reducéo do citocromo ¢ pelo O, que pode ser acompanhada através da absorbancia em
550 nm, a 25 °C. Os resultados foram expressos em U/mg de hemoglobina (U/mg hb),
onde uma unidade (1U) é definida como a quantidade de enzima na amostra requerida

parainibir 50 % da reducdo do citocromo ¢ por minuto, a 25°C, em um pH de 7,8.

4.10.3 Glutationa Per oxidase (GPX)

A GPX catdisa a reducéo de perdxido de hidrogénio e de outros hidroperdxidos
organicos, ab mesmo tempo em que oxida a Glutationa Reduzida (GSH).

O méodo de Sies et al., (1979), mede a velocidade de oxidagdo de NADPH
catalisada pela glutationa redutase (GR), que € proporciona a producdo de GSSG,
catalisada pela GPX em presenca de peroxido de terc-butila, que pode ser acompanhada
pelo decréscimo da absorbancia em 340 nm, a 30 °C. Os resultados foram expressos em
U/mg de hemoglobina (U/mg hb), onde uma 1U é a quantidade de enzima necess&ria

para catalisar a oxidagéo de 1 mmol NADPH/minuto, a 30°C, em um pH de 7,0.

4.10.4 Catalase (CAT)

A catalase promove a oxidac&o de perdxido de hidrogénio a agua e hidrogénio
molecular. A técnica foi descrita por Beutler (1975), e quantifica a velocidade de
descomposicéo do HO, pela enzima, através do decréscimo de absorbancia em 230
nm, a 30°C. Os resultados foram expressos em U/mg de hemoglobina (U/mg hb), onde
1 U de catalase corresponde a atividade de enzima que hidrolisa Immol de HO, por

minuto, a 30°C em um pH de 8,0.



4.10.5 Concentracdes Plasmaticas das Vitaminas Antioxidantes

As andlises dos niveis plasmaticos das vitaminas antioxidantes (3-caroteno, a
tocoferol e vitamina C) foram feitas pelo Laboratorio VITAE situado em S&o Paulo,
utilizando-se a cromatografia liquida de ata eficiéncia (HPLC). Os resultados foram

expressos em pmol/l.

4.10.6 Creatina quinase (CK)

A dividade da enzima creatina quinase foi avaliada através de um kit

diagndstico da marca Laborlab (Guarulhos/S&o0 Paulo), através do método cinético

ultravioleta (340 nm; a 37 °C). Os resultados foram expressos em U/L

4.10.7 Lactato Desidrogenase (LDH)

A atividade da enzima lactato desidrogenase foi avaliada através de um kit
diagnéstico da marca Labtest diagnostica (Lagoa SantalMinas Gerais), através do
método cinético de tempo fixo e medicdo de ponto fina (500 nm; a 37 °C). Os

resultados foram expressos em U/L

4.11 Consideracdes M etodol bgicas

O malondialdeido (MDA), € o marcador de peroxidacéo lipidica mais utilizado,
e freglentemente avaliado pelo ensaio do &cido tiobarbitarico (TBA) (ZWART et al.,
1999). Entretanto, outros compostos podem reagir com o TBA, tais como, a bilirrubina
(KNIGHT; PIEPER; MCCLELLAN, 1988), adeidos saturados e ndo saturados n&do
funcionais, carboidratos e prostaglandinas (ALESSIO, 2000 apud URSO; CLARKSON,
2003). Por essa razéo os niveis de peroxidagdo lipidica sdo usualmente expressos como
TBARS, ou sgja, substancias reativas ao acido tiobarbiturico (DRAPER et al., 1993).



Os niveis de MDA, no presente estudo, foram medidos para indicacdo da
producdo das EROs. A andlise foi feita no plasma, devido quantidade suficiente de
acidos graxos poliinsaturados, e a reflexdo do estado sistémico da peroxidacdo lipidica
(NISHIYAMA et al., 1998).

Como a medida das TBARS sozinha néo reflete o aumento do estresse oxidativo
devido a falta de especificidade, foram avaliadas, também, as mudangas nos sistemas
antioxidantes dos eritrocitos (NISHIYAMA et al., 1998).

Evidéncias experimentais demonstram que os eritrocitos séo importantes durante
0 exercicio, pois contém milhdes de moléculas de hemoglobina capazes de
transportarem a moléculas de O, necessérias para 0 suprimento constante de energia
aos musculos ativos (WILMORE; COSTILL, 2003), além disso, a hemoglobina esta
sujeita a auto-oxidacdo com a producdo das EROs (COOPER et al., 2002).

4.12 Andlise da Estrutura Cardiaca

Ap6s o sacrificio, foi realizado rapidamente uma toracotomia para retirada do
coracdo que foi lavado em solucdo salina (0,9 %) para a remocdo de coagulos e
congelado em freezer a— 45 © C até o momento da andlise. Ap6s o descongelamento, 0s
coracOes foram pesados (balanca digital da marca Bel Enginnering) e dissecados, os
atrios removidos e os ventriculos pesados. Desta forma obtivemos o peso cardiaco total
(PCT), em mg e o peso dos ventricul os.

Em seguida, foi retirado o ventriculo direito, e o tecido remanescente foi pesado,
obtendo-se assim o peso ventricular esquerdo (PVE), em mg. Através da diferenca entre
0 peso cardiaco total e o peso ventricular esquerdo obtivemos o peso ventricular direito
(PVD) em mg.

Estes valores foram corrigidos em funcdo do peso corpéreo obtido no dia do
sacrificio, e assim foram finamente expressos como peso cardiaco relativo (PCR =
PCT/peso corpdreo); indice do peso ventricular esquerdo (IPVE = PVE/peso corpireo);
e o0 indice do peso ventricular direito (IPVD = PVD/peso corporeo), todos valores dado
em mg/g (SANTOS et al., 1999; MEDEIROS et al., 2000).



4.13 Andlise Estatistica

Foi utilizada uma abordagem estatistica adequada ao delineamento experimental
proposto, que nos permitiu observar os possiveis efeitos isolados au combinados da
suplementacdo dietética com vitaminas antioxidantes e do exercicio a 80 % da carga
maxima.

Os dados das amostras foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
seguido do teste “Tukey”, quando necessario. As andlises estatisticas foram conduzidas
utilizando o programa de informética GraphPad InStat®. Os resultados foram expressos
com ameédia + erro padréo da média (Média+E.P.M.), sendo que os valores de p< 0,05

(5 %) foram considerados significativos.



5— RESULTADOS



5- Resultados

5.1 Caracterizacéo do Treinamento

Os resultados abaixo foram expressos em tabelas e gréficos através da média e
do erro padréo da média e caracterizaram algumas variaveis analisadas durante e ap0s 0
periodo de 18 semanas de experimento.

Os animais que apresentaram algum tipo de intercorréncia, nesse periodo, foram
impedidos de nadar ou foram acompanhados, até que estivessem plenamente
recuperados.

No grupo composto pelos animais que consumiram o a-tocoferol (VIT E), dois
ratos morreram durante o periodo de experimento. N&o foi investigado a causa da

morte, finalizando o grupo com quatro animais.

5.1.1 Evolucdo do Peso Corpoéreo e Comparacao entre os Grupos
Estudados

A tabela 1 descreve a evolugdo do peso corporal dos animais durante as 18
semanas. Os pesos foram obtidos antes de cada teste de carga maxima. No peso 1 houve
diferenca estatisticamente significante do grupo GC em relagdo ao GCT e ao MIX. No
peso 2 as diferencas foram estatisticamente significantes do grupo GC em relacdo ao
GCT, a0 MIX, a0 VIT Eeao VIT C. No peso 3 houve diferencas estatisticamente
significantes do grupo GC em relagdo ao GCT, ao MIX e ao VIT E, e no peso 4 as
diferencas foram estatisticamente significantes entre o grupo GC em relagéo ao GCT, ao
MIX,a0 VIT Eeao VIT C.



Tabela 1 Evolucédo do peso corporal dos ratos durante o periodo de 17 semanas de treinamento

Grupos Peso 1 (g) Peso 2 (g) Peso 3 () Peso 4 (g)
Semana 1 Semana 5 Semana 13 Semana 18
GC 27333+9,75 360,67£1042 42783+9,75 452,67+95
GCT 244,.67+4,75° 300,83+ 6,0° 377,33t7,18% 3855+ 8,87°
MIX 240 + 6,59° 301+ 757° 368 + 8,23° 379,33+8,71°
VITE 24975+ 433 307,25+7,15° 3685+13,07° 378+ 15,08°
VITC 24967+28  317+741° 39333+9,81 3955+ 9,33

N = 6 (exceto VIT E, N = 4). GC, controle sedentério; CGT, controle treinado a 80% da

carga maxima; MIX, treinado a 80% da carga maxima e suplementado com mistura

vitaminica (a-tocoferol , B-caroteno e vitamina C); VIT E treinado a 80% da carga maxima

esuplementado com a-tocoferol; VIT C treinado a 80% da carga maxima e suplementado

com vitamina C. Os valores representam a média + erro-padrdo dos grupos. a p < 0,05 em

relacdo ao GC.

durante o Teste Individual

A tabela 2 representa os resultados das cargas maximas atingidas nos 4 testes
individuais realizados para o regjuste das cargas de treinamento. No primeiro teste de
carga méxima (CM 1) houve diferenca estatisticamente significante entre o GC e o
GCT. No segundo teste (CM 2), ndo houve diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos. Ja no teste 3 (CM 3) as diferencas foram estatisticamente significantes
entre o grupo GC em relacdo ao GCT, ao VIT E eao VIT C. E no quarto e ultimo teste

de carga maxima (CM 4), houve diferencas estatisticamente significantes entre o grupo

GC emrelagdo ao GCT, a0 MIX, a0 VITE eao VIT C.

5.1.2 Evolucédo das Porcentagens (%) de Carga Maxima Atingidas



Tabela 2 Evolucédo das porcentagens de cargas maximas atingidas durante o experimento

nos 4 testes individuais de carga maxima.

Grupos CM 1 (%) CM 2 (%) CM 3 (%) CM 4 (%)
GC 4,83+0,16 45+034 5+026 533+0,21
GCT 6+ 0,26° 5,67 +0,21 8+0,38° 9+026*
MIX 567 0,21 567+0,21 717+04 85+0,22%
VITE 55+ 0,29 575+ 0,25 95+0,64° 85+0,64°
VITC 55+ 034 5,67+ 0,33 96+1,14° 8,17 + 0,48

N = 6 (exceto VIT E, N = 4). GC, controle sedentario; CGT, controle treinado a 80% da
carga maxima; MIX, treinado a 80% da carga maxima e suplementado com mistura
vitaminica @-tocoferol , 3-caroteno e vitamina C); VIT E treinado a 80% da carga maxima
esuplementado com a-tocoferol; VIT C treinado a 80% da carga méaxima e suplementado
com vitamina C. Os valores representam a média + erro-padréo dos grupos. a p < 0,05 em

relagdo ao GC.

5.1.3 Andlise da Estrutura Cardiaca

A tabela 3 e os graficos 1, 2 e 3 representam a estrutura cardiaca dos animais. No
grafico 1, representando o peso cardiaco do coracdo (PCR), ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos. JA no grafico 2 (IPVE) a diferenca
significante ocorreu entre o GC e o VIT C, indicando hipertrofia do ventriculo
esquerdo. N&o houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos com

relacdo ao indice do peso ventricular direito (IPVD) representado no grafico 3.



Tabela 3 Peso cardiaco dos ratos obtidos a partir da andlise do coracéo

Grupos PCR (mg'g) IPVE mgg)  IPVD (mgg)
GC 3,33+ 0,09 2,12+ 0,05 0,72+ 0,03
GCT 3,56 + 0,10 2,35+ 0,05 0,66 + 0,04
MIX 347+0,11 2,22 + 0,05 0,79 + 0,06
VITE 3,68+ 0,10 2,33+ 0,05 0,74 + 0,05
VITC 3,58 £ 0,09 2,37+ 0,07° 0,74 £ 0,07

N = 6 (exceto VIT E, N = 4). GC, controle sedentério; CGT, controle

treinado a 80% da carga maxima; MIX, treinado a 80% da carga maxima e

suplementado com mistura vitaminica @-tocoferol , 3-caroteno e vitamina

C); VIT E treinado a 80% da carga méaxima esuplementado com a-tocoferol;

VIT C treinado a 80% da carga maxima e suplementado com vitamina C.

Os valores representam a média + erro-padrdo dos grupos. a p < 0,05 em

relagdo ao GC.
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5.1.3.1 Peso Cardiaco Relativo (PCR)
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Grafico 1 Peso cardiaco relativo obtido a partir do peso total do
coracao pelo peso corporal. Nao houve diferencas estatisticamente

significantes entre 0s grupos.
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5.1.3.2 indicedo Peso Ventricular Esquerdo
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Gréfico 2 Comparagdo entre os grupos dos indices dos pesos

ventriculares esquerdo. * p < 0,05 em relagéo ao GC

5.1.3.3 indice do Peso Ventricular Direito
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Gré&fico3 Comparagao entre os grupos dos indices dos pesos

ventriculares direito. N&o houve diferencas significantes entre os grupos.



5.2 Analises Bioquimicas

5.2.1 Biomar cador de Peroxidacdo Lipidica

5.2.1.1 Malondialdeido Plasmético (M DA)

A tabela 4 e o gréfico 4 representam as concentragdes plasmaticas em repouso
do MDA do grupo sedentario e dos grupos submetidos ao treinamento e suplementados,

mostrando diferengas significantesentreo MIX eo VIT C.

Tabela4 Niveis Plasméticos do MDA (mmoles/ml) apds trés dias da Ultima sessao de treinamento

GC GCT MIX VITE VITC
Média 3,319 3457 3,745 2,059 1675°
E.P.M. 0,391 0,801 0,305 0,627 0,245

N = 6 (exceto VIT E, N = 4). GC, controle sedent&rio; CGT, controle treinado a 80% da
carga maxima; MIX, treinado a 80% da carga maxima e suplementado com mistura
vitaminica (@a-tocoferol , B-caroteno e vitamina C); VIT Etreinado a 80% da carga maxima
esuplementado com a-tocoferol; VIT C treinado a 80% da carga maxima e suplementado

com vitaminaC. a p<0,05emrelagdo ao MIX

44 - T

nmol/ml

GC GCT MIX VIT E VITC

Gréfico 4 Concentragéo plasmatica em repouso do MDA entre
osgrupos. * p<0,05emrelagdo ao MIX



5.2.2 Atividade das Enzimas Antioxidantes nos Eritr ocitos

A tabela 5 descreve as concentraches eritrocité&rias das trés enzimas

antioxidantes apos trés dias da Ultima sessdo de treinamento.

Tabela 5 Concentracdes eritrocitarias das enzimas antioxidantes no repouso
do grupo sedentario e dos grupos submetidos ao treinamento e suplementados

com vitaminas antioxidantes

Grupos SOD (Uimghb)  GPX(U/mghb)  CAT(U/mg hb)
GC 2023+723 5978+643 122,55+ 1586
GCT 4216+334 7659+866 117,05+ 139°
MIX 1373+361*° 41,25+ 530 64 + 6,18
VITE 1447+201 554+ 10,36 104,05+ 22,80°
VITC 30,68 £10,36 149,16 + 37,13 240,61 + 42,48

N = 6 (exceto VIT E, N = 4). GC, sedentario; CGT, treinado a 80% da
carga maxima; MIX, treinado a 80% da carga maxima e suplementado
com mistura vitaminica @-tocoferol , [3caroteno e vitamina C); VIT E
treinado a 80% da carga maxima esuplementado com a-tocoferol; VIT C
treinado a 80% da carga maxima e suplementado com vitaminaC. a p<
0,05 em relagBaao GCT; b p < 0,05 emrelacdo ao VIT C; ¢ p<0,05em
relacdo ao VIT C

5.2.2.1 Superoxido Dismutase (SOD)

O gréfico 5 representa os resultados das concentracdes da SOD nos eritrocitos

dos ratos em repouso, indicando diferenca significante entre 0o GCT e o MIX.
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Gréfico 5- Concentragdo eritrocitaria em repouso da SOD entre 0s grupos.
* p< 0,05 em relagdo ao GCT

5.2.2.2 Glutationa Peroxidase

O gréfico 6 registra as concentragdes eritrocitarias da GPX no repouso,
mostrando diferencas estatisticamente significantes do VIT C em relacdo ao GC, ao
MIX eao VIT E.
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Grafico 6 Concentragéo eritrocitéria da GPX no repouso.

* p<0,05emrelacdoao VIT C



5.2.2.3 Catalase (CAT)

A CAT em nossos resultados mostrou niveis bem heterogéneos de um grupo
para o outro. Os resultados foram estatisticamente significantes entre o grupo VIT C em

relacdo ao GC, ao GCT, ao MIX eao VIT E, representado no grafico 7.
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Grafico 7 Concentragdo eritrocitaria no repouso da CAT.

* p<0,05emrelacdoao VIT C

5.2.3 Concentragdes Plasmaticas das Vitaminas Antioxidantes

A tabela 6 refere-se as concentracfes plasmaticas dos nutrientes antioxidantes
(a-tocoferol, vitamina C e [-caroteno) entre os grupos, e mostra diferencas
estati sticamente significantes no grupo que consumiu o a-tocoferol entre 0 GC e 0 MIX
e entre 0o MIX e o VIT C. No grupo que consumiu vitamina C, os resultados foram
estatisticamente significantes no grupo GC em relagcéo ao MIX, a0 VIT E eao VIT C;
no GCT em relagdo ao MIX , a0 VIT Eeao VIT C. As concentracfes plasméticas de (3

caroteno ndo foram estatisticamente significantes.



Tabela6 Concentragdes plasmaticas das vitaminas antioxidantes

Grupos a-tocoferol VitaminaC  R-caroteno
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

GC 39+082°% 0+0%°° N&o detectado

GCT 4,38 £ 0,95 0,38+0,382°¢ 0,02 + 0,02

MIX 842 +1,54° 15,18+2,79 N&o detectado

VITE 8,2+ 0,60 10,25+4,77 0,05+ 0,05

VITC 347 +£1,02 942+ 1,39 N&o detectado

N = 6 (exceto VIT E, N = 4). GC, sedentario; CGT, treinado a 80% da
carga maxima; MIX, treinado a 80% da carga maxima e suplementado
com mistura vitaminica @-tocoferol , R-caroteno e vitamina C); VIT E
treinado a 80% da carga méaxima esuplementado com a-tocoferol; VIT
C treinado a 80% da carga méxima e suplementado com vitamina C. Os
valores representam a média + erro-padrdo dos grupos. a p < 0,05 em
relacdo ao MIX; b p<005emrelacioao VIT C; ¢ p<0,05em
relacdo ao VIT E.

5.2.4 Indicadoresde L esao Tecidual

A tabela 7 representa as concentragOes séricas no repouso da CK e da LDH,

como indicadores de lesdo muscular.

Tabela 7 Concentragdes séricas da CK e daLDH apéstrés dias da

Ultima sessdo de treinamento

Grupos CK (U/L) LDH (U/L)

GC 1269,11 + 283,66 1491,58 + 161,92
GCT 244873 + 240,47 1534,22 + 179,84
MIX 1493,07 + 416,26 1451,47 + 219,91
VITE 851,99 + 25552 2 1858,96 + 146,52
VITC 1512,86 + 277,13 1616,72 + 90,39

N = 6 (exceto VIT E, N = 4). GC, sedent&rio; CGT, treinado a 80% da
carga méxima; MIX, treinado a 80% da carga maxima e suplementado
com mistura vitaminica @-tocoferol , [&caroteno e vitamina C); VIT E
treinado a 80% da carga maxima esuplementado com a-tocoferol; VIT
C treinado a 80% da carga méxima e suplementado com vitamina C.

a p< 0,05 em relagéo ao GCT.



5.2.4.1 Creatina Quinase (CK)

O gréfico 8 representa as concentragOes séricas em repouso da CK mostrando
diferenca estatisticamente significante entre o GCT eo VIT E.
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Gréfico 8 Concentragdes da CK séricano repouso. * p < 0,05em
relacdo ao GCT

5.2.4.2 Lactato Desidrogenase (LDH)

Os resultados da LDH est@o representados no gréfico 9. Ndo houve diferencas
estati sticamente significantes entre 0s grupos No repouso.
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Gréfico9 Concentragdes daLDH séricano repouso. N&o

houve diferencas eststisticamente significantes entre os grupos.



6- DISCUSSAO



6 - Discussao

Apesar de contraditorios e diversificados em razéo dos inUmeros e distintos
protocol os utilizados nos estudos, os resultados na literatura mostram dados relevantes e

sugestivos gque foram associados ao tema discutido neste trabal ho.

6.1 Caracterizacdo e Adaptacdes ao Treinamento Fisico de Natacéo a

80% da Carga Maxima

As adaptacdes ao treinamento fisico séo dependentes de fatores como a carga de
trabalho, duracéo e freguéncia do esforgo. Respostas ao treinamento incluem um
aumento da capacidade cardiovascular associado a uma menor frequéncia cardiaca
subméxima e em repouso, um aumento do volume e do peso ventricular, aém de
hipertrofia dos midcitos. A natacdo € reconhecida por ser eficiente na inducéo da
hipertrofia miocardica e causar significante aumento no ventriculo esquerdo e volume
diastdlico final em ratos (EVANGELISTA; BRUM; KRIEGER, 2003; MEDEIROS et
al., 2004).

Nossos resultados apontam diferencas estatisticamente significantes do GC em
relacdo ao GCT indicando um aumento no peso ventricular esquerdo representado pelo
indice do peso ventricular, do grupo submetido ao treinamento de natagdo. Quanto ao
ventriculo direito e o0 peso cardiaco relativo ndo houve diferencas estatisticamente
significantes entre 0s grupos.

Esses resultados estéo de acordo com a literatura mostrando que a adaptacdo ao
treinamento € dependente de fatores como a carga de trabalho, duracéo e a frequiéncia
do treinamento, além da eficiéncia da natacdo na inducdo da hipertrofia do miocardio,
indicado por um aumento consideravel do ventriculo esquerdo dos ratos.

Evangelista, Brum e Krieger (2003), redlizaram um estudo em camundongos e
natacdo com o0 objetivo de reproduzir uma hipertrofia cardiaca. Utilizaram dois

protocolos diferentes, o primeiro com duragdo de 60 minutos/dia e o segundo com



duracdo de 90 minutos/dia. As cargas de trabalho foram de 2 e 4% do peso corpéreo,
respectivamente, com sessdes de treinamento de 1 e 2 vezespor dia, 5 dias por semana,
durante 6 semanas. Ap0Os 24 horas da Ultima sessdo de treinamento os camundongos
foram sacrificados e os coragOes retirados, pesados e dissecados, para a remocéo das
cameras atriais, do ventriculo direito e esquerdo, no qual foram medidos posteriormente.
Concluiram que a duragéo e a frequéncia controlada do treinamento, mas néo as cargas
de trabalho controladas, induziram a um condicionamento de resisténcia substancial e
hipertrofia miocardial nos camundongos.

Medeiros et al., (2004) observaram em seu estudo, em ratos, que 8 semanas de
natacéo (5 dias/semana, 60 minutos/dia, com uma carga de trabalho de 5% do peso
corporal) foram suficientes para que houvesse uma diminuicdo da freqiéncia cardiaca
No repouso associada a um aumento no efeito cardiaco vagal, aém da inducdo da
hipertrofia cardiaca nos animais treinados comparados ao grupo controle.

Diferencas nas respostas hemodindmicas agudas e cronicas a natacdo, em ratos,
tais quais, hipercapnemia e acidose, comparadas a outros tipos de exercicio fisico, como
a corrida, sdo decorrentes possivelmente do papel adrenal simpatico, observado as
adaptacOes cardiacas, podendo se estender, da mesma forma, a outros tecidos como a
muscul atura locomotora (NAKAO et al., 2000).

A natacdo desenvolve uma ampla diferenca na resposta fisica e estresse
mecanico por motivos como efeitos de pressdo hidrostética, utilizacdo de diferentes
musculos durante a atividade, e um reduzido efeito da gravidade. Nakao et al., (2000),
sugerem em seu estudo que o treinamento de natacéo é capaz de elevar a capacidade
oxidativa, verificada através de um aumento significativo da atividade da Cintrato
Sintase (CS) no musculo gastrocnémio (NAKAO et al., 2000).

A evolucdo das porcentagens de cargas maximas, observadas nos testes
realizados em quatro periodos, durante as 17 semanas de treinamento, indica em nossos
resultados, diferencas estatisticamente significantes no primeiro teste de carga maxima
entre os grupos GC e o GCT. Esse resultado, provavelmente, esta associado a fatores
individuais, jA que os animais ainda ndo haviam comegado, de fato, o programa
treinamento, estando todos, provavel mente, na mesma condicao fisica

A partir da 132 semana do inicio do treinamento, quando foi realizado o terceiro

teste de carga maxima, houve diferencas estatisticamente significantes do grupo GC em



relacdo ao GCT, a0 VIT E, e a0 VIT C. Esses resultados indicam que os animais com
treze semanas de natagdo apresentavam as adaptacdes do treinamento, expressadas pelo
aumento significativo da carga de trabal ho.

Os resultados do peso comparativo entre os grupos demonstram diferencas
estatisticamente significantes na primeira semana de treinamento, do grupo GC em
relagdo ao GCT e a0 MIX. Mas a partir da 5% semana até o término do treinamento, as
diferencas de peso sdo estatisticamente significantes do grupo GC em relacéo ao GCT,
ao MIX, a0 VIT Eeao VIT C, indicando uma manutencdo do peso corporeo inferior ao
dos ratos sedentérios, provavelmente por um maior gasto energético e maior utilizacéo

de gordura como substrato energético, caracteristico de exercicios de endurance.

Esse resultado esta de acordo com a literatura que relata beneficios do
treinamento fisico em intensidades elevadas, no controle do peso corporal (MILLER,
2004).

Um estudo realizado por Ribeiro, Mello e Gobatto (2004), comparou o efeito de
12 semanas de exercicio de natacdo continuo e intermitente, na perda de peso e na
composicdo corporal de ratos induzidos a obesidade e verificaram que ambos os
protocolos de treinamento, reduziram o ganho de peso corpéreo durante o experimento,

comparados ao grupo controle sedentério.

6.2 Biomarcador de Peroxidacdo Lipidica — Concentragdes
Plasmaticas de Malondialdeido (MDA)

O uso de nutrientes antioxidantes como as vitaminas C, E e o [3caroteno em
atletas que treinam e competem em intensidades elevadas ou submaximas, tem sido
avaliado por pesqguisadores com intuito de reduzir ou minimizar o estresse oxidativo e

0s seus efeitos deletérios, muitas vezes limitantes ao desempenho.

Em nossos resultados ndo houve diferencas estatisticamente significantes nos
niveis plasméticos do MDA em repouso entre o GCT, treinado a 80 % da carga méxima
e 0 GC, apbs as 17 semanas do treinamento de natag&o, provavelmente por uma

adaptacao da atividade antioxidante enddgena ao treinamento.



Venditti e Meo (1997), em seu estudo realizado com ratos e natacdo mostraram
que 10 semanas de treinamento fisico foram suficientes para aumentar,
significantemente, a capacidade de endurance dos animais, documentado a partir da
bradicardia em repouso, comparado aos animais sedenté&rios. A extensdo das reacdes
peroxidativas foi aumentada pelo exercicio exaustivo indicado por um aumento da
quantidade de MDA e dos hidroperéxidos em diferentes tecidos em ambos 0s grupos.
Houve aumento, também na atividade das enzimas antioxidantes (GPX e GR),
principalmente, no musculo e no figado.

Miyazaki et al., (2001) em seu estudo ndo constataram mudancas no MDA
eritrocitario apds um programa de 12 semanas de treinamento. Ja no estudo de Santos-
Silva et al., (2001) foi demonstrado niveis plasméicos do MDA, em repouso, mais
elevados nos nadadores treinados do que nos individuos sedentarios. Em contraste,
Niess et al., (1996) relataram niveis de MDA plasméticos mais elevados em individuos
nado treinados comparados a individuos treinados.

Muitos estudos relatam que um episddio de exercicio agudo aumenta as
concentracdes sanguineas do MDA em situacdes de treinamento (DAVIES et al., 1982;
HARTMANN et al., 1995; LOVLIN et al., 1997; KOSKA et al., 2000; MIYAZAKI et
al., 2001). Marzatico et al., (1997) verificaram que as concentracbes do MDA
plasméticas estavam aumentadas ap6s 48 horas do término do exercicio de velocidade,
em corredores, e imediatamente apds o endurance em maratonistas. Kanter et al., (1988)
relataram um aumento no MDA plasmatico (~70%) em atletas de elite, apds 80 km de
prova, que posteriormente foi correlacionado com um aumento plasmético da CK e da
LDH. Similarmente, Child, Wilkinson e Fallowfield (2000) encontraram um aumento
de 40% no MDA imediatamente apds uma meia maratona.

Individuos do sexo masculino néo treinados que realizaram um periodo agudo de
bicicleta num ciclo-ergdmetro antes e depois de 12 semanas de um programa de
treinamento intenso, apresentaram um meror aumento no MDA eritrocitario, no periodo
de exercicio poOs-treino, comparado ao pré-treino. Semelhantemente, concentractes
diminuidas do MDA em resposta a0 exercicio, também foram encontradas em
esguiadores e corredores altamente treinados, imediatamente apos um teste de exercicio
até exaustdo (HUBNER-WOZNIAK et al., 1994; ROKITZKI et al., 1994a).



Ookawara et al. (2003), realizaram um teste de exercicio agudo antes e no find
do periodo de 3 meses de treinamento de natacdo e de corrida, em homens que se
exercitavam 5 dias por semana a uma intensidade de 80 a 90 % da fregliéncia cardiaca
méxima, 2 horas por dia, e ndo verificaram em seus resultados mudancas nos niveis de
peroxidacdo lipidica no repouso avaliados pelo TBA (&cido tiobarbiturico) a partir do
MDA como avaliador padréo. Entretanto, os individuos submetidos ao teste, avaliados

logo ap0s o exercicio, apresentaram aumento nesse biomarcador de estresse.

Em nossos resultados os niveis plasméicos do MDA em repouso foram
estatisticamente significantes entre os grupos MIX e o VIT C, mostrando uma reducdo
nas concentragdes desse biomarcador nos animais que receberam a vitamina C. Esse
resultado sugere um efeito antioxidante sistémico da vitamina C a peroxidacao lipidica.
Apesar de ndo estatisticamente significante o grupo suplementado com a-tocoferol (VIT
E) também apresentou reducdo do MDA em relacdo ao grupo controle treinado (GCT) e
o grupo controle (GC) sugerindo um possivel efeito antioxidantes sistémico da vitamina

E contra a peroxidacdo lipidica.

A vitamina C por estar presente no fluido extracelular e no citosol interage
diretamente com o superdxido e o radical hidroxil na fase aguosa, prevenindo lesdo a
membrana eritrocitaria. Na membrana celular age na regeneracéo da vitamina E via
ciclo redox vitamina C-GSH, sendo esperado que os niveis desses Ultimos dois
antioxidantes, tenham um maior impacto na vitamina E tecidual em resposta ao
treinamento (ASHTON et al., 1999; JI, 1999).

O é&cido ascérbico tem sido descrito como um excepcional antioxidante no
plasma humano. Frei, England e Ames (1989), tem sugerido que um simples controle da
suplementacdo com é&cido ascorbico pode prevenir a formacdo de LH (hidroperdxidos
lipidicos), responsaveis por causarem |esdo aos tecidos alvos.

Em modelos animais sugere-se uma complexa relacdo entre o exercicio, GSH e
0 estresse oxidativo. Liu et al., (2000), mostraram em ratos que o treinamento esta
associado a um aumento do MDA em fibras rgpidas e lentas, a0 passo que, essa
concentracdo diminui em associagao com elevadas concentragoes de vitamina C.

A maioria dos estudos avaliando a suplementacéo de vitamina E no exercicio de

ataintensidade relatam reducéo do estresse oxidativo a partir da reducéo do aumento de



biomarcadores (SUMIDA et al., 1989; GOLDFARB et al., 1994; GOLDFARB,1999;
TAULER et al., 2002).

Jessup et al., (2003) examinaram os efeitos do exercicio e da suplementacéo
com vitamina E no estresse oxidativo em idosos. Sugeriram que O exercicio em
combinagdo com a vitamina reduziu o estresse oxidativo, melhorou a resisténcia
aerdbia, reduziu a pressdo arterial e 0 peso nessa populagdo. Além disso, 0s
participantes sedentarios que foram suplementados com a vitamina E, também,
apresentaram reducdes significativas na pressdo arterial e no estresse oxidativo.

Oliveira, Diniz e Amaya-Farfan (2003), investigaram a interacéo entre restricéo
energética cronica e suplementacdo com a-tocoferol, em ratos Wistar por 5 meses,
seguido do exercicio exaustivo. Concluiram que o aumento do estresse oxidativo
promovido pelo exercicio tendeu a melhorar com as duas dietas experimentais.

Nossos resultados sugerem que a reducdo das concentracbes do MDA no
repouso do VIT C caracteriza um efeito antioxidante dessa vitamina a peroxidagéo
lipidica no treinamento a 80 % da carga maxima. Ja em associagdo, Como No grupo que
recebeu a mistura vitaminica (M1X) os valores plasméticos permaneceram semelhantes

aos grupos GC e GCT.

Kanter, Nolte e Holloszy (1993), estudaram em individuos do sexo masculino
saudavels, o efeito da ingestdo, por 6 semanas de uma mistura de vitaminas
antioxidantes (592 mg/dia de a-tocoferol, 1000 mg/dia de acido ascorbico e 30 mg/dia
de b-caroteno), antes e apds dois periodos de exercicios (30 minutos de caminhada na
esteira a 60% do VO, méx, seguido de 5 minutos de corrida em, aproximadamente 90%
do VO2 max.). Concluiram que a suplementacdo vitaminica ndo impediu 0 aumento na
peroxidacdo lipidica induzida pelo exercicio, mas diminuiu os niveis séricos do MDA e
do pentano expirado tanto no repouso quanto depois do esforco, caracterizando um
menor nivel total de estresse oxidativo.

Chao et al., (1999) observaram reducdo do pentano expirado decorrente da
suplementacdo com antioxidantes isolados (440mg de vitamina E, 2000 pg equivaentes
de retinol (RE), 500 mg de vitamina C) ou combinados, com um adiciona de selénio e
zinco, administrados 2 semanas antes e durante as 2 semanas de treinamento em

dtitude moderada. Observaram que os perdxidos de lipidios, o MDA séricos, a



capacidade de absorbancia do oxigénio radical e o 8-OHdG na urina aumentaram apds o
treinamento, e que a suplementacdo ndo teve efeito nesses biomarcadores.

Maxwell et al., (1993) investigaram o efeito da suplementacéo com vitamina E
e C (ambas 400 mg/dia por 3 semanas) na primeira hora apés terminado o exercicio.
Mostraram um aumento na capacidade antioxidante e no MDA plasmatico, tanto no
grupo placebo, quanto no grupo tratado.

Porém, nem todos os estudos relatam aumento no MDA em resposta ao
exercicio. Um estudo avaliando a peroxidagdo lipidica em corredores apos 10 a 14
minutos de exercicio exaustivo no ciclo ergdbmetro, ndo verificou mudanca do TBARS
no soro imediatamente e apds 30 minutos do fim do exercicio (VIINIKKA; VUORI;
YLIKORKALA,1984 Apud SACHECK; BLUMBERG, 2001). Niess et al., (1996)
mediram as concentracfes plasméticas de MDA, no repouso, em individuos treinados e
ndo treinados, antes e apOds um periodo intenso de exercicio e ndo encontraram
aumentos significativos no MDA em nenhum dos grupos avaliados, imediatamente ap0os
0 teste de esteira a exaustdo, 15 minutos apos o teste e 24 horas depois. Individuos
moderadamente treinados que correram por 2,5 horas em esteira, também ndo
apresentaram ateracbes no MDA plasmético (DUFAUX et al., 1997, DUTHIE et al.,
1990). Semelhantemente, ndo houve mudancas documentadas no repouso, nos niveis
plasméticos do MDA de atletas, antes e apds 4 semanas de treino com remos em alta
intensidade (DERNBACH et al., 1993). Alessio et al., (2000) também n&o relataram

mudancas no MDA plasmatico depois de repetidas sesstes de contracdes i sométricas.

6.3 Atividade das Enzimas Antioxidantes nos Eritrocitos

Os eritrocitos quando expostos a0 incomum estresse oxidativo, sofrem
modificacBes que podem alterar as propriedades quimicas e fisicas das membranas,
reduzindo a sua fluidez, por modificagéo da composi¢éo, organizagdo e da distribuicdo
dos lipideos (CAZZOLA et al., 2003). Por outro lado, as defesas antioxidantes parecem
ser moduladas pelo treinamento fisico (MOLLER; WALLIN; KNUDSEN, 1996;
BALAKRISHNAN; ANURADHA, 1998; CLARKSON ; THOMPSON, 2000) e a sua

manutencdo em concentracdes intracelulares adequadas, contribui para a neutralizacdo



do aumento das EROs produzidas, incorrendo em diminuicdo da lesdo oxidativa
(SENTURK et al., 2001; LIU et al., 2000).

Os resultados do nosso estudo revelam diferenca estatisticamente significante
nas concentracdes eritrocitérias da SOD entre os grupos GCT e o MIX, indicando que a
suplementacdo com a mistura vitaminica provavelmente, foi responsavel pela reducéo
da atividade dessa enzima no repouso, sugerindo uma maior atividade antioxidante ndo
enzimatica, capaz de proteger contra o estresse oxidativo, sem haver a necessidade de
um maior aumento da SOD. Nos grupos suplementados com vitamina E e mais
discretamente o VIT C, também houve diminuic¢des nas concentragdes da SOD.

Esses resultados destacam que o consumo de vitaminas antioxidantes, nesse
caso, a mistura vitaminica , na atividade da SOD, em exercicios de alta intensidade foi
essencial para uma maior protecdo contra a formagdo ou contra a neutralizacdo das
EROs.

A GPX mostrou resultados estatisticamente significantes do grupo VIT C em
relacdo ao GC, a0 MIX e a0 VIT E. Esses resultados sugeriram que a vitamina C
sozinha ndo foi capaz de combater as EROs, havendo a necessidade de um aumento na
atividade da GPX frente ao estresse oxidativo proposto pelo exercicio. Em relagdo aos
grupos VIT E eo MIX, os resultados foram semel hantes aos GC e ao GCT.

Esses resultados sugeriram que as vitaminas associadas (MI1X) e a vitamina E
(VIT E) solada, foram capazes de diminuir o estresse oxidativo mostrado a partir de
uma reducdo da atividade da GPX.

Os resultados da CAT foram estatisticamente significantes no grupo VIT C em
relacéo ao GC, ao GCT, ao MIX eao VIT E. Esses resultados indicam que o grupo que
ingeriu a vitamina C apresentou valores significativamente aumentados da CAT
comparados a todos 0s outros grupos, sugerindo um aumento na atividade dessa enzima,
mais uma vez, por menor capacidade da vitamina C em neutralizar sozinha as EROs nos
eritrocitos. Ja a mistura vitaminica foi relacionada, como na SOD, a uma reducdo das
concentragGes da CAT no repouso, comparada aos outros grupos.

Sugere-se uma menor atividade da CAT por maior atuacdo das vitaminas
associadas. Apesar de discretamente, a vitamina E, também foi relacionada a uma

diminuicdo das concentragdes eritrocitérios da CAT em relacéo ao GCT.



Os resultados indicam que ap6s 72 horas da Ultima sessdo de treinamento o0s
valores de todos 0s grupos estavam préximos ou menores que o GC, com excegdo do
grupo que ingeriu a vitamina C (VIT C), demonstrando uma rapida recuperacdo dos
ratos decorrente, possivelmente, da adaptacéo ao treinamento de natagéo.

O treinamento parece ter o efeito de induzir as enzimas antioxidantes e talvez
estimular a sintese de GSH, facilitando, teoricamente, a remogdo das EROs durante o
exercicio. De qualquer modo, o exercicio parece aumentar o consumo de vitamina E, e
talvez de GSH, além de reduzir a concentracdo tecidua desses antioxidantes se o
consumo dietético ndo for alterado. Assim, a suplementacdo de certos nutrientes
antioxidantes parece ser justificada em individuos fisicamente ativos (JI, 1995; Jl,
1999).

Segundo Kraus, Roth e Kirchgessner (1997), o enriquecimento da dieta com
antioxidantes em combinacdo (Vitamina C, Vitamina E e [3-caroteno), previne a elevada
fragilidade osmdtica dos eritrécitos em ratos com deficiéncia de zinco. A lesdo
oxidativa é responsavel por um prejuizo na estabilidade do eritrdcito, e esse quadro €
piorado na deficiéncia desse mineral (SENTURK et al., 2001).

Robertson et al., (1991) compararam 0 estado antioxidante de corredores

atamente treinados, corredores moderadamente treinados e individuos sedentérios e
mostraram uma atividade eritrocitaria aumentada da vitamina E, GSH e da CAT nos
corredores, e uma significante relacdo entre a distancia treinada semanalmente, e a
atividade antioxidante enzimética. Toskulkao e Glinsukon (1996), também mostraram
que corredores treinados obtiveram alta atividade enzimética eritrocitaria da SOD, GPX
e da CAT comparado a individuos ndo treinados.
Toskulkao e Glinsukon (1996), mostraram em individuos sedenté&rios que realizaram
exercicio no ciclo ergbmetro a 70 % das fregliéncias cardiacas maxima, que a atividade
eritrocitaria da SOD e da GPX estavam diminuidas apds 5 minutos, e permaneceram
baixas por 48 horas, apos a finaizacdo do esforco. Ja a atividade da CAT diminuiu 5
minutos apés o esforgo e retornou aos valores basais em 24 horas. O MDA plasmatico
aumentou 5 min apds o exercicio e permaneceu elevado por 48 horas.

Myiazaki et al., (2001) examinaram a atividade eritrocitaria da SOD, CAT e
GPX em homens ndo treinados que participaram de um programa de treinamento de

endurance por 12 semanas. Os individuos realizaram antes e apds o treinamento, um



teste incremental no ciclo-ergdbmetro até a exaustdo. Foi observado uma elevacdo no
repouso da SOD e da GPX, mas ndo da CAT.

Marzatico et al., (1996) relataram uma maior atividade da GPX eritrocitaria no
repouso em corredores de velocidade e maratonistas treinados, comparados a individuos
sedenté&rios. Ortenblad, Madsen e Djurhuus (1997) embora ndo tivessem observado
diferencas significativas na GPX eritrocitéria ou na atividade da GR entre os individuos
treinados e ndo treinados, verificou que as atividades musculares dessas enzimas
estavam mais altas nos individuos treinados.

Um programa de treinamento fisico por 40 semanas, realizado para condicionar
melo- maratonistas, resultou em um aumento significativo da atividade da GR
eritrocitéria (EVELO et al., 1992). Uma abordagem mais modesta (5 km/dia, 6 vezes /
semana por 10 semanas) resultou em aumentos significativos semelhantes (OHNO et
al., 1988).

Em atletas maratonistas e ciclistas foi mostrado pouca ou henhuma mudanca nas
medidas da atividade da GPX eitrocitéria pré e pds-corrida (ROKITZKI et al., 1994b;
TAULER et al., 1999). Atletas treinados em intensidades moderadas diminuiram a
atividade da GPX imediatamente depois de uma maratona (DUFAUX et al., 1997,
DUTHIE et al., 1990) e retornaram aos vaores basais apds 1 hora do término do
exercicio (DUFAUX et al., 1997). Os estudos acima utilizaram numerosos métodos
diferentes para identificar as atividades da GPX e da GR, o que torna dificil a
comparacdo entre os seus resultados (JENKINS, 2000).

Brites et al., (1999) observaram uma maior atividade da SOD plasmatica em
jogadores de futebol em repouso, similar a individuos controles. Ja Marzatico et al.,
(1997) observaram esse aumento nos eritrocitos em corredores de velocidade e
maratonistas, imediatamente apds 0 exercicio.

Alguns resultados de estudos sugerem que nivels aumentados nas atividades da
SOD eritrocitaria e muscular em repouso séo mais fregientes em individuos treinados
em resposta as intervengbes do exercicio. Entretanto, nem todos estudos sdo
consistentes com essas conclusdes. Individuos sedentarios ndo mostraram um aumento
na atividade da SOD muscular apés completarem um programa de ciclismo em
intensidade moderada por 8 semanas (TIDUS; PUSHKARENKO; HOUSTON, 1996).

Tauler et al., (1999), também ndo encontraram mudancas na atividade da SOD



eritrocitaria seguido de um duatlon de intensidade moderada em individuos treinados.
Além disso, esquiadores de longa disténcia treinados que participaram de um teste
progressivo na esteira até exaustéo, revelaram uma diminuicdo nos niveis da SOD
eritrocitaria (HUBNER-WEZNIAK et al., 1994).

A atividade da CAT em resposta a um periodo agudo de exercicio é conflitante.
Rokitzki et al., (1994a) ndo encontraram diferencas significativas, nas concentragdes da
CAT eitrocitéria seguida de uma maratona. Entretanto, em uma populacéo de ciclistas
treinados, ap6s um periodo de exercicio submaximo por 90 minutos, Aguilo et al.,
(2000), descreveram uma diminuicdo na atividade da CAT eritrocitaria de
aproximadamente 20%. Além disso, Marzatico et al., (1997) relataram que corredores
de velocidade que realizavam exercicios de poténcia ndo mostraram alteracdes na
atividade da CAT eritrocitéria, mas os corredores de distancia que realizaram exercicio
de resisténcia aumentaram a sua atividade em 24 e 48 h ap0s o exercicio.

Em corredores, foram documentadas relacdes positivas entre o treino semanal de
distancia e os nivels de repouso da atividade da CAT eritrocitaria (OHNO et al., 1988;
ROBERTSON et al., 1991). Com o aumento dos treinos, a producéo de peroxido de
hidrogénio excedeu a capacidade de seqlestro da GPX, havendo um aumento na
producdo da CAT como forma compensatoria a sua inabilidade. Entretanto, 8 semanas
de treinamento aerébico nd mostraram mudangcas na sua dividade (TIDUS;
PUSHKARENKO; HOUSTON, 1996).

Cazzolaet al., (2003) em seu estudo avaliaram no repouso diferentes marcadores
de estresse oxidativo em jogadores de futebol comparados a controles Foram medidos
os lipoperoxidos plasméticos, estimulados por cobre juntamente com antioxidantes
séricos hidrossoltveis (albumina, &cido Urico e vitamina C), lipossolGveis (vitamina E e
bilirrubina) e enzimaticos (SOD, GPX). A atividade da SOD estava, significativamente
maior (aproximadamente 80 %) nos individuos treinados, comparados aos controles,
enguanto que o aumento da GPX (aproximadamente 12%) ndo foi estatisticamente
significante. A fluidez da membrana eritrocitaria foi significativamente maior no grupo
treinado. Houve elevacdo plasmatica da vitamina C e do a-tocoferol. O estresse
oxidativo decorrente do maior consumo de oxigénio durante a atividade fisica, foi

compensado pelo aumento plasméatico da atividade antioxidante, provavelmente pela



ata ingestéo de vitamina C e a redistribuicdo dos antioxidantes do tecido ao plasma,
induzido pelo exercicio, e a consequiente interacdo entre eles.

Tauler et al., (2002) analisaram em atletas jovens, os efeitos de um coquetel de
vitamina E (500 mg/dia) e Zcaroteno (30 mg/dia), aém da vitamina C (1 g/dia) nos
altimos 15 dias, durante 90 dias, na defesa antioxidante basal de neutrofilos.
Verificaram que a suplementacdo aumentou significativamente a taxa de glutationa
versus a glutationa dissulfida, além de intensificar a atividade da SOD e da CAT,
proporcionando um aumento nas defesas antioxidantes dos neutréfilos contra auto
oxidacao pelo aumento na producéo das EROs

Em um estudo redlizado por Metin et al., (2002) relataram que ratos submetidos
ao treinamento de natacdo durante 8 semanas por 30 minutos/dia, 5 vezes por semana e
suplementados com 30 mg/kg/dia de vitamina E, 5 dias na semana, 3 horas antes do
exercicio, comparados ao grupo controle, obtiveram valores de TBARS teciduais
menores que 0S grupos que ndo receberam a vitamina, exceto no figado. A GSH estava
aumentada nos tecidos dos grupos tratados e treinados, exceto no tecido muscular.
Sugeriram que a vitamina E ndo somente reduz a peroxidacao lipidica, mas também
mantém os niveis altos de GSH nesses tecidos, tendo um papel protetor e modulador ao
sistema antioxidante enddgeno.

Omayeet al., (1996), avaliaram 9 mulheres que consumiram uma dieta pobre em
carotendides, seguido pela mesma dieta suplementada com 15mg de [(3-caroteno
diariamente por 28 dias, e mostraram uma positiva correlacéo entre as atividades da
CAT e da GPX, concluindo que a deficiéncia desse nutriente teve efeito no estado
antioxidante dos eritrécitos. Dixon et al., (1994) relataram que a atividade da SOD nos
eritrécitos foi diminuida em mulheres com deplecéo de carotendides. Esse quadro foi
revertido apds a reposicdo do nutriente. Em um outro estudo, Delmas-Beauvieux et al.,
(1996) suplementaram 60mg de (> caroteno diariamente por 12 meses e ndo observaram
diferencas na atividade da SOD comparada aos valores basais. Ja as atividades da GPX
e da GSH foram ligeiramente aumentadas comparadas aos nivels basais. Evidenciando
que o 3-caroteno pode influenciar na atividade das enzimas antioxidantes.

Castenmiller et al., (1999) observaram que ap0s 3 semanas de intervencdo
dietética com carotendides, a atividade da GR foi aumentada no grupo suplementado,

comparado ao grupo controle. Uma diminuida degradacéo das enzimas antioxidantes e



um relativo aumento na sua atividade foram vistos em decorréncia do papel protetor dos

carotendides, atuando na desativagdo do oxigénio singlete.

6.4 Concentracoes Plasmaticas das Vitaminas Antioxidantes

O resultado no repouso da concentracdo plasmética de a-tocoferol do grupo
suplementado com mistura vitaminica (MIX), mostrou aumento estatisticamente
significante em relacdo ao GC e ao VIT C. O VIT E apresentou concentracoes
plasméticas da vitamina E aumentados em relacdo ao GC, ao GCT e ao VIT C, com
valores bem préximos aos do MIX.

O mecanismo de aumento do a-tocoferol no plasma, segundo Aguild et al.,
(2003) pode ser devido a sua mobilizacdo de estoques teciduais (tecido adiposo, figado,
musculo esquelético, baco e outros tecidos) a circulagdo plasmética, o que reflete a sua
importancia na protecéo contra lesdo oxidativa.

Um estudo realizado com individuos que praticaram exercicio intenso em
bicicleta ergométrica e ingeriram vitamina E 12 horas antes da atividade fisica, mostrou
gue os niveis plasmaticos da vitamina E, aumentaram, significativamente, no plasma e
nos eritrécitos no pés-exercicio, alcancando um pico de concentracdo na metade do
tempo do esforco, quando foi atingido o consumo maximo de oxigénio. Esses valores
retornaram aos niveis controles basais, 10 minutos apés a finalizacéo do exercicio e no
repouso (ELSAYED, 2001).

A concentragdo plasmética da vitamina C apresentou menor diminuiggo,
estatisticamente significante nos grupos GC e no GCT em relacdo ao MIX, ao VIT E e
ao VIT C.

Para o grupo que somente recebeu avitaminaE (VIT E), os resultados sugeriram
gue avitamina C ingerida através da racéo consumida diariamente, tenha tido um efeito
sinérgico com avitamina E , aumentando as suas concentracfes teciduais, uma vez que,
0 GCT e o GC gue ndo receberam qualquer tipo de suplemento e, portanto, ndo
mostraram valores plasméaticos significantes, confirmando, também, que ndo houve

producdo enddgena de vitamina C.



Alguns autores na literatura relatam que o exercicio fisico pode diminuir o pool
tecidua de nutrientes antioxidantes como a vitamina E e a vitamina C, por
transferéncia de um compartimento corpéreo para outro, enquanto outros, tem mostrado
que a concentracdo plasmatica de écido ascorbico e da vitamina E sdo aumentadas
seguido do exercicio intenso

Aguilo et al., (2003) em seu estudo mostraram que ciclistas profissionais bem
treinados aumentaram as concentracdes plasméticas de &cido ascorbico apds o exercicio
de endurance, comparados aos amadores que mantiveram 0s niveis iniciais do pré-
exercicio, sugerindo um efeito do exercicio no aumento da concentragcéo plasmética
desse nutriente.

Em um outro estudo, foi relatado em corredores um aumento na concentragdo
plasmética do &cido ascorbico e uma diminuicdo na excregdo urinédria de ascorbato,
comparado a individuos sedentarios. Depois de 21km de uma prova de corrida, houve
um aumento de aproximadamente 27%. Apds uma etapa de 170 km de ciclismo em
montanha, os niveis plasmaticos de vitamina C alcancaram um aumento de 32,4% nos
atletas profissionais. O aumento plasmatico do acido ascorbico apds um episodio de
exercicio, observado apos 20 e 40 minutos de recuperacdo foi sugerido por Rokitzki et
al., (1994).

O &cido ascorbico € estocado, principalmente na glandula adrenal e o seu
aumento plasmatico pode ser explicado pela sua liberacdo da glandula a corrente
sanguinea, mediada pelo aumento do cortisol plasmético pds-exercicio. De fato, € bem
conhecido que o exercicio intenso resulta em um demorado, mas significante, aumento
no cortisol plasmatico. Além disso, a elevacdo na concentracao plasmatica de vitamina
C, também pode ser atribuida, parciamente a sua liberacdo de outros tecidos como
leucocitos e eritrocitos (MASTALOUDIS; LEONARD; TRABER, 2001; AGUILO et
al., 2003).

Gleeson, Robertson e Maughan (1987), demonstraram uma positiva correlacéo
entre o aumento no cortisol e 0 aumento nos niveis de &cido ascorbico em resposta ao
exercicio no plasma.

O aumento plasmético do é&cido ascorbico no pds-exercicio, pode proteger o
organismo contra 0 estresse oxidativo induzido pelo exercicio intenso, por neutralizar

primariamente as EROs (radical hidroxil, anion superdxido e oxigénio singlete) ou pela



prevencdo da formacdo das EROs formadas pelo ions metais de transicdo. Ja as
concentractes plasmaticas de a-tocoferol e [Scaroteno, diminuem em resposta a sua
acao as EROs, ou pela neutralizacdo secundaria aos radicais lipidicos (GROUSSARD et
al., 2003).

Gleeson, Robertson e Maughan (1987), relataram que a concentracao plasmatica
do é&cido ascorbico aumentou de 52,7mmol/L para 67mmol/L imediatamente apds uma
corrida de 21km. Entretanto, 24h depois da prova concentracao diminuiu para 20%
abaixo dos vaores pré-exercicio e permaneceram baixas nas proximas 48h. Duthie et
al.,, (1990) também mostraram que a concentracdo plasmatica do acido ascorbico
aumentou nos 5 minutos apos uma meia maratona, mas os valores retornaram ao normal
24h depois. A diminuicdo de 6% do volume plasmatico ap6s 5 minutos do término do
exercicio é questionada no aumento da concentracdo da vitamina.

Maxwell et al., (1993) avaliaram se 400mg de vitamina C por 3 semanas
poderiam aterar a resposta do MDA plasmaticos e antioxidantes no exercicio. A
suplementacdo e o exercicio resultaram em um aumento na quartidade sanguinea de
vitamina C, bem como na capacidade antioxidante total do grupo suplementado,
comparado ao grupo controle. N&o houve mudangas nos niveis de MDA decorrentes do
exercicio, e todos os valores foram gustados para mudancas no volume plasmético. Os
autores concluiram que a suplementacdo resultou em maiores concentragOes teciduais
da vitamina C, que sdo durante o exercicio sdo liberadas na circulago.

Em relacdo aos niveis plasmaticos de [3-caroteno ndo foi relatado diferencas
estatisticamente sgnificantes entre 0s grupos no repouso, sugerindo que ndo houve
necessidade de mobilizac&o desse nutriente de outros compartimentos teciduais.

Segundo Tauler et al., (2002) a suplementacdo dietética com mistura vitaminica
(500mg de vitamina E, 30mg de (& caroteno e 1g de vitamina C), em atletas, durante 3
meses aumentou significativamente a concentragdo plasmatica dessas vitaminas,
enguanto gque o placebo manteve os valores basais. O (& caroteno foi 0 antioxidante que
mais aumentou no plasma apds o periodo de suplementacdo, provavelmente por sua
natureza lipossoluvel, responsavel pelo seu acUmulo no organismo. Altos niveis
plasméticos de [3-caroteno sdo explicados, em parte, pelo seu efeito sinérgico com a
vitamina E , que age na prevencado da oxidacdo do 3-caroteno. O aumento plasmético da

vitamina C foi menor em relacdo as outras vitaminas. A natureza hidrossollvel dessa



vitamina e a existéncia de mecanismos homeostaticos para regular 0s seus niveis
plasmaticos, podem ser responsaveis por esta queda. Porém, os valores suplementados
atingiram 16 vezes a recomendacdo diaria, 0 que, também, pode explicar essa reducéo,

jdque valores muito acima da RDA saturam e sdo rapidamente excretados.

6.5 Indicadoresde Lesdo Tecidual

6.5.1 Creatina Quinase (CK) e Lactato Desidrogenase (LDH)

Tem sido hipotetizado que o exercicio intenso causa inflamagdo e pode
contribuir para niveis aumentados de peroxidacéo lipidica, presumivelmente devido as
reacOes dos macrofagos teciduais (URSO; CLARKSON, 2003). Individuos com maior
aumento nos marcadores de leso muscular (CK e LDH), apresentam maiores niveis nas
concentragdes de MDA sérico. Essa relacdo entre as enzimas musculares liberadas e os
biomarcadores de estresse oxidativo podem resultar de um aumento na permeabilidade
da membrana em razéo da peroxidacdo lipidica (SACHECK; BLUMBERG, 2001).

Na literatura, os estudos tem demonstrado aumento nos niveis circulantes de CK
até 4 dias apds exercicio excéntrico em humanos (BOYERE;GOLDFARB, 1995,
KROTKIEWSKI; BRZEZINSKA, 1996; SACHECK; BLUMBERG, 2001).

Em exercicios de ata intensidades € ou longa duracdo a suplementacdo com
antioxidantes tem demonstrado reduzir o aumento da CK e da LDH induzida pelo
esfor¢co (JACKSON, JONES E EDWARDS, 1983; THOMPSON et al., 2001; MARLIN
et al., 2002), aém de diminuir a taxa de peroxidagdo lipidica a capacidade total
antioxidante, sugerindo uma reducdo no estresse oxidativo (SCHHRODER et al., 2000).

Em nossos resultados houve diferenca estatisticamente significante, no repouso,
entreo GCT eo VIT E. Esse resultado indica que a vitamina E reduziu as concentragtes
séricas da CK sugerindo um efeito protetor, principamente, contra lesdo muscular,
quando comparado a0 GCT. Os outros grupos suplementados apesar de ndo serem
estatisticamente significantes, apresentaram o mesmo perfil de reducdo da enzima,

sugerindo um efeito antioxidante das vitaminas contra lesdo muscular, decorrente do



aumento da producdo das EROs, induzido pelo exercicio submaximo. Os resultados da
LDH ndo foram estatisticamente significantes no repouso, mostrando nivels séricos
homogéneos entre os grupos. Esse resultado indica que ndo havia presenca de leséo
muscular entre os grupos exercitados 3 dias apds a Ultima sessdo de treinamento,
possivelmente, pela propria adaptacdo ao treinamento fisico, que ocasionou em uma
rapida recuperacdo e melhora das defesas antioxidantes, provavelmente, potencializada
pela suplementacdo com as vitaminas antioxidantes.

Cannon, Orencole e Fielding (1990), utilizaram por 48 dias a suplementagdo
diaria de 400Ul de vitamina E em homens jovens (22-24 anos) comparados a homens
mais velhos (55-74 anos) e verificaram que o uso do nutriente foi eficiente na reducéo
da quantidade de CK apbs uma corrida de downhill e no periodo de recuperacéo, nos
dois grupos.

Rokiitzki et al., (19944a), suplementaram corredores de longa disténcia com 400
IU de vitamina E e 200 mg de vitamina C (ou placebo) por 4,5 semanas e verificaram
uma diminuicdo significativa no aumento da CK comparado com o grupo placebo apds
a maratona, indicando menor lesdo muscular em individuos que fizeram uso da
suplementacdo com antioxidantes. JA no estudo de Petersen et al., (2001) ndo foi
mostrado beneficios com a combinagéo de 500 mg de vitamina C e 400 mg de vitamina
E por 14 dias.

Sumida et al., (1989) e Rokitzki et al., (1994), verificaram que a suplementacdo
prolongada com aproximadamente 300 mg/dia de vitamina E reduziu,
significativamente, a atividade sérica do MDA e da CK apds o exercicio exaustivo.

Em exercicio de resisténcia intenso, McBride et al., (1998) suplementaram 1200
Ul/dia de vitamina E e observaram uma reducdo da CK, 24 horas apés o término do
exercicio, mas ndo observaram diferencas em relacdo ao MDA.

Itohet al., (2000) administraram 1200 Ul/dia de vitamina E 4 semanas antes de
uma prova de corrida e mostraram que a suplementacdo diminuiu as concentractes
séricas de TBARS e da CK pré-exercicio, dém de reduzir o aumento da LDH no pos-
exercicio, comparado ao grupo placebo. Embora as atividades da CK e da LDH tenham
aumentado no soro no dia seguinte a corrida, esse aumento foi menor no grupo

suplementado com vitamina E. O efeito protetor da vitamina E contra as EROs,



provavelmente inibiu a lesdo muscular induzida por esses radicais, decorrentes do
exercicio de corrida intenso.

Viguie, Packer e Brooks (1989), relataram que uma mistura vitaminica com 10
mg de [>caroteno, 1000 mg de vitamina C e 800 Ul de vitamina E por 8 semanas
gjudaram a manter a GSH plasmatica e atenuar a elevacdo sérica da CK no pés
exercicio.

Palazzetti et al., (2004) mostraram gue a suplementacdo durante 4 semanas com
mistura vitaminica (vitamina E, vitamina C e selénio) no treinamento norma e no
exercicio exaustivo, avaliadas no repouso e apds o exercicio, reduziu significativamente

aatividade da CK em relag&o ao grupo placebo, confirmando, mais uma vez, o efeito da

mi stura anti oxidante em minimizar |esdes musculares.



7- CONCLUSAO



7 - Conclusdo

A partir da andlise dos dados do presente estudo e dos objetivos estabel ecidos,
pode-se concluir que o programa de treinamento de 17 semanas de natacéo a 80% da
carga maxima, 30 minutos por dia, 5 vezes por semana, proporcionou adaptacoes
caracterizadas pela hipertrofia cardiaca dos grupos submetidos ao exercicio e pelo
aumento significante da carga de trabalho com 13 semanas de treinamento em relacdo
ao grupo controle. Além disso, houve manutencéo do peso corporal inferior, comparado
ao grupo sedentario, favorecendo o controle de peso em treinamentos com cargas de
trabalho mais elevadas.

A suplementacdo nutricional com a vitamina C apresentou um efeito protetor
contra a peroxidacdo lipidica, mostrado através da reducdo dos niveis do MDA

plasmatico no repouso.

JA em relacdo aos sistemas de defesa antioxidantes a suplementacdo com a
mistura vitaminica seguido do a-tocoferol foi mais eficiente na protecdo contra o
estresse oxidativo nos eritrécitos, verificado a partir de uma reducéo das atividades
enziméticas da SOD, da GPX eda CAT no repouso.

A vitamina C administrada isoladamente ndo foi eficiente em combater as EROs
nos eritrcitos como as outras vitaminas, ja que houve um aumento na atividade
enziméticada GPX eda CAT.

A vitamina E diminuiu os niveis séricos da CK sugerindo um efeito protetor,
principalmente, contra lesdo muscular, quando comparado ao grupo controle treinado.

N&o houve mudangas nos niveis séricos da LDH entre os grupos exercitados,
possivelmente por uma rapida recuperacdo e melhora das defesas antioxidantes, em

decorréncia do programa de treinamento, potencializado pela suplementacéo vitaminica.
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Anexo A

Informac®es nutricionais da ragdo consumida pel os ratos durante o experimento
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LABCIL

RACAO PARA ANIMAIS DE LABORATORIO

Indicagdo do Produto
Ragao para animais de laboratério.

Niveis de Garantia (por kg do produto)

Umidade (Méx)......... 12,50% Extrato Etéreo (min)....
Proteina Bruta (min). .22,00% Célcio (Ca) (max)
Matéria Mineral (max)......... 10,00% Fésforo (P) (min).....
Matéria Fibrosa (max)........... 8,00%

Enriquecimento por kg do produto

Antioxidante 100,00mg, colina 600,00mg, cobre 10,00mg,
cobalto 1,50mg, ferro 50,00mg, lodo 2,00mg, Manganés
60,00mg, Selénio 0,05mg, zinco 60,00mg, Vit. A 12000 U1, Vit.
B12 20,00mcg, Vit. D3 1800UI, Vit. E 30,00mg, Vit. B1
5,00mg, Vit B6 7,00mg, Vit K3 3,00mg, niacina 60,00mg, Vit.
B2 6,00mg, Biotina 0,05mg, acido pantotenico 20,00mg,
4cido félico 1,00mg, Metionina 300,00mg, Lisina 100mg.

Composigao Basica do Produto

Carbonato Célcio, milho integral moido, farelo de arroz, farelo
de soja, farelo de trigo, fosfato bicalcico, melago, cloreto de
sodio (sal comum), dleo de soja degomado, premix mineral
vitaminico.

Eventuais Substitutivos- .
Farelo de algodo, farelo de gluten de milho - 60, gliten milho,
sorgo integral moido e farinha de came.

Modo de Usar
De acordo com a finalidade da criagao.

Modo de Conservagédo
Armazenar em ambiente seco e arejado sobre estrados,
afastados de paredes e devidamente embalado.

Validade: 3 (irés) meses apds a data de fabricagao,
observadas as condigdes de conservagao.

SGH INDUSTRIA E COMERCIO LTDA.

USO PROIBIDO NA ALIMENTAGAO DOS RUMINANTES

Rétulo registrado no Ministério da Agricultura
sob o n® SP-05055 00237

Data de Fabricagdo:
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Anexo B

Certificados de analise das vitaminas antioxidantes, fornecidos pelas farmacias de
mani pul agéo.
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Certificado de Analise {Roche>

NEaterial: Vitamiwa E Po 75 1P Lote: WEBUOI1347)
Codigo: OHE35673.0] Lote de inspegio: 50000012 150
Quant: 20 ky Data de manufatura: 30.11.2003
Data de validade: 30011.2006
Teste Resultado Limite Unidade
Min Max
Cetificado de Analjse Corresponde - - -
Validade Corresponde - - -
Inspecdo Visual (embalagemn) Corresponde - - -
Obs.:

Este lote foi analisado e liberado por nosso Departamento de Controle de Qualidade e se encontra denucg
das cspecificagoes dadas acima,
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CERTIFICATE OF ANALYSIS

Produclcode : 0483567
Lot No. - WBO00113471
Analysis No. - 05066063

Test Result Limits / Dimension

Specifications / Units
APPEARANCE
APPEARANCE SPHERICAL SPHERICAL BEADLETS

BEADLETS
COLOR
COLOR TAN WHITE -
OFF-WHITE
TAN 4
GRAYISH

LOSS ON DRYING -
LOSS ON DRYING 2 max. 3 Yo
ASSAY: DL-ALPHA TOCOPHERYL
ACETATE
ASSAY: DL-ALPHA TOCOPHERYL 75 74 to 79 % AS IS
ACETATE
U.S. STD. SIEVE TEST
PERCENT THROUGH NO. 20 100 min. 99 %
MICROBIOLOGICAL PURITY
MICROBIOLOGICAL PURITY SATISFACTORY SATISFACTORY

This lot was analysed and released by our authorized Quality Control Department and was found to meet the
specifications as given above.

The product meets all requirements of the following valid compendia when tested accordingly:

Ph.Eur. + USP

The Quality Assurance Manager
Pt D (52

Michael D Bartleson

[
-
-

—

. .:1’_'::'}'; :

DSM Nutritional Products, Inc. 171 Date of issue : 20-Nov-2003
253 Macks Island Drive
Belvidere New Jersey 07823 U.S A




RSP ——————— T

MATERIA PRIMA: BETACAROTENO 10% - [ NF: 011.644
PROCEDENCIA: SUICA DATA DE ANALISE: 25/03/2003
LOTE PHARMA NOSTRA: 03030213 LOTE FORNECEDOR: UT02071123
DATA DE FABRICACAO:  JULHO/2002 DATA DE VALIDADE: _ JULHO/2005
CONDICOES DE ARMAZENAGEM: TEMPERATURA NAO MAIS QUE 25°C
FM: C4oHss CAS: 7235407
PM: 536,87 I DCB: 0121.01-0
TESTES ESPECIFICAGCOES RESULTADOS
DESCRICAO* P6 cristalino ou cristais vermzlhneg o1 marrom P6 cristalino marrom
avermelhados a marrom violeta avermelhado.
SOLUBILIDADE™" Insoluvel em agua, acidos e alcalinos Fracamente Conforme.
soluvel em éter. Praticamente insolivel em metanol e
alcool -
PERDA POR DESSECAGCAO* =8% 4.17% .
PONTO DE FUSAO* 176°C - 182°C (com decomposicao) 176°C (com decomposigao)
DENSIDADE APARENTE" Informativo. o Sem compactacdo 0.53
INTENSIDADE DA COR EM =120 126
DISPERSAO AQUOSA
(ABSORBANCIA)
METAIS PESADOS =10ppm o < 10ppm.
ARSENIO <3ppm. - < 1ppm.
CONTEUDO DE BETA =10% - 11.7%
CAROTENO S
ANALISE GRANULOMETRICA B B
PASSA NA MALHA-20 100% o 100%
PASSA NA MALHA-40 =85% 94%
PASSA NA MALHA-100 =15% o 1%
PUREZA MICROBIOLOGICA*
CONTAGEM DE BACTERIAS < 1000 UFC/g. _ Conforme.
Fungos e leveduras < 100 UFC/g. Conforme.
Patégenos Ausente Ausente.

* Resultados obtidos em analises realizadas no Laboratorio de cont.ol: Je Trualidade Pharma Nostra.
“* Substancia Fotossensivel f.c=8,54

CONCLUSAO Conforme espe~f racdos da LUSP25

% ‘é:?, .
Responsavel pelo Lab. Controle de Qualidade Responsavel Técnico
Solange Magre B. Gebrim - CRF-GO N° 1796 Amin Gabriel Gebrim - CRF-GO N° 1829

Pharma Nostra Comercial Ltda.

S— e e 1 — _T_ : <
FILIAL CAMPINAS: MATRIZ: FILIAL ANAPOLIS:
HUA ALBANO DE ALMEIDA LIMA. 326 - JO. GUANABARA | RUA AQUIDABA, 1144 - MEIER ; VIA PRIMARIA - 5D - QD. 10 - MOD. 01 - S/N?
CAMPINAS - SP - CEP 13073-130 i RIO DE JANEIRO - RJ - CEP 20720-290 DAIA - ANAPOLIS - GO - CEP 75133-600
PABX: (5519) 3743-4700 / 3241-3939 | TEL: (5521) 2591-1655 - FAX: (5521) 2591-1693 TEL / FAX: (5562) 316-5226

| CNP.J:03.497.220/0003-22 | C.N.P.J.: 03.497.220/0001-60 C.N.P.J.: 03.497.220/0002-41
INSC. EST.: 244.910.175.110 k INSC. EST.: 77.002.782 /L INSC. EST.: 10.336.118-9

D.D.G. MAGISTRAL 0800-7070706
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Verdadeiramente! Seq.011-000

Eg“[“'?l Im Produto: BETACAROTENO - PO REVESTIDO 11,9%
1 4

@ I ;BIEDZI® Data de Fabricacio: 221612003 Pais de Origem: CHINA

Sems e Quntiade caense pe O oo Natg de Validade:21/12/2004 Lote de Fabricagdo: 030607
Nola Fiscal: 0574828 ClQ. 7040112970
Volumes: 08

~ CERTIFICADO DE ANALISE

__FCQGO(MOBJ

FORMULA MOLECULAR: €10 H.o
PEGO MOLECULAR: L2649

28N 40

ARMAZENAMENTO: A temperalura ambicnte, em recipienle perfeitamente fe chado e proteqgidao da Tuz.
Sxame /Component oo Fapecificacan Resnl Uado doa ovanes
CARACTERTSTTOAS CROANOLERT U
[ EAR TR ' e Lhey ceciiro de b Py verme Lho easci o de hoa
flusdes, const ituido o fluidez, com lesve odot
parvticonlas eaféricas, com leve | caracteristico.
Ton 1A R y I 1
presentar partionlas bn

e rmicor .

ORI L LRADIE

olubi b idade s | Solavel em Agua guente (2% 4 | Solidvel, forwando uma
[NARERY formando ama dieperaas | dispersao vermelho laranja.
slavel verwello-laranja.
PERDA POR DESSECACAO | |
g, 165°C, 4 horas* | No maximo 8,0 @ | 4,7 %
TDENTTFLICACAC
Tdent Lf Loagio Posit ive Positivo
GRANULOCHETRTA
v beane b orne, 0% pasga albvascs de 20 100, 0% pagaa alyaves de 20
sh; Ne minime Vi, 05 pasaa mesh; 94,42 passon atraves de
al vaves de B0 mesh; Moo oma<im 40 wesh;: 4,4% pacssa atraveés de
Ph,0- passa atraves de 100 100 meash.
o
HSSIFES! PESALOG
i Moy max o Lrpent. Menor ous 3 ppim
Blest i e oacdon | Mo omaxime S0 ppm Menor onc 20 ppm
i AN —
e ! BRI /ll 9
APTEH
" N3 ' f il b ogsmi
BRI
v i 1
b 1 1 i e 1 i
| 13l ,

FUNDACAQ | EMPRESA
AMIGA DA
CRIANCA

Rua Pedro Stancato, 860 - Campos dos Amarais - CEP 13082-560 - Campinas/SP - DDG 0800-7014311 - www.galena.com.br




,efiramente!

d“ﬂ]?ﬂlm Produto: BETACAROTENO -PO REVESTIDO 11,9%

Ealzna Data de Fabricagao:22/6/2003 ~Pais de Origem: CHINA

sieme da Qualidac ceniicadt peie DAs o paader G Data de Validade: 21/12/2004 Lote de Fabricagao: 030607
Nota Fiscal: 0574828 ClQ: 7040112970
Volumes: 08

(Continuasdo..) CERTIFICADO DE ANALISE

Resultado: ( X ) Aprovado Data da Analise: 18/11/2003

Roberto T. Yoshida
Farmacéutico Responsavel
CRF-SP: 18.441

¥

828
Seq.012-000

FCQO004084

FUNDACAO
AMIGA DA =

Rua Pedro Stancato, 860 - Campos dos Amarais - CEP 13082-560 - Campinas/SP - DDG 0800-7014311

- www.galena.com.br

N
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Verdadelramente!

Eg“l"?lmll Produto: VIT.C REVESTIDA

@ Uﬂlgna@ Data de Fabricagao. 1/9/2003

s e Guie ety OGSO 1y 1 e Validlade: 30/8/2004
Nota Fiscal: 0566444
Volumes: 04

CERTIFICADO DE ANALISE

444

Seq.039-000
Pais de Origem: CHINA
Lote de Fabricacdo: 0309021
ClQ: 7040304751
FCQO005135

6 H8 0o

.13

FORMULA MOLECUTLAR
I'ESO MOLECULAR: 176
CAS: 50-81-7

DCB: 0074.01-2
CLASSE TERBPEUT 4

Vit adin na

ARMAZENAMENTO: A ¢omperatira ambionte, om
nmidade .
fzame /Compone pocificacao
CARACTERTSTTOAN Ol bR
Descrbean:s i viataling branco
ve badon,
patd
pH (Her EE () v, b
PERDA POR DRSS ]
Lo, 1050 0 hwaat feswmaximo 0,72 F
TOENTIFICAAC
Tdent it icaoa ‘ :‘ dihivo
MIETALS PESADGH 1
- Metais pesiad o ' SEEERUEES Ll EN S R
- Arsénico 14 DAKTG L i
DENSTDADE APAFEFUTI
Sem coanpie foamat i
DOSEAMENT
Doseame ot i imoe
OBSERVACAG
(*)  Testes tooolizados o Laboraton i de Controle
conformidadcde cert il teado de ana e do fornecedor .

Referéncia:  lMapeoilicagao Galens

A Onalidade

vecipiente perfeitamnente Lechado, protegido da luz e

Fesultado dos exames

|
a | Po cristalino branco.

|

|

| ;
|
o,
|
i Posily o
|
| Menonr guss 100 ppm
| Mmoo 3 ppn
: a6 g/ mh

i

Galena., Os demals estao em

Resultado. (X ) Aﬁrovado Defrfzjfsj Analise: 14/02/2004

K.

%
]

oo,

Roberto T. Yoshida
Farmaceéutico Responsével
CRF-SP: 18.441

Rua Pedro Stancato, 860 - Campos dos Amarais - CEP 13082-560 -

Campinas/SP - DDG 0800-7014311 - www.galena.com.br
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Certificado de Analise

Sep. 16 Z0OF 02! 13F1 FL

- (-
o

Material: Acido Ascorbico Revestido Tipo EC Lote: TL00305248

Cédigo: 0425117368 Lote de inspecio: 50000010273

Quant: 2.400 kg Data de manufatura: 13.05.2003
Data de validade: 13.11.2004

Teste , Resultado Limite Unidade

Min Max

Cetificado de Anilise Corresponde - - -

Yalidade Corresponde - - -

Inspegdo Visual (embalagem) Corresponde - - }

Obs.:

Este lote foi analisado e liberado por nosso Depatamento de Controle

das especiticagdes dadas acima.

Aprovado
/“

C—

Edmilson Fer

dou Calciolan '

)

Roche Vimminus Rrasil LTDA
Av.Eng.Billings. Pr.9-Premix Jaguaé 1729
Japuaré - Sio Paulo SF 05321-900

de Qualidade ¢

356 6051000151

RJR W
FARMU{

1![‘{{1%!—;\-1‘-" E

AVENIDABEWALUS

HESiDENT

L

E ALTINO -,
S

LTDA-

ooy, 472
LtPUG)‘OOOS

Dutat dev impressdo..

S¢ encontira

deotro

16,09,2003
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COATED ASCORBIC ACID TYPE EC

Vitamins

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Productcode : 0425117

Lot No. : TL0O0305248

Analysis No. : 06069656 .

Test Result Limits / Dimension /
Specifications Units

Appearance powder

Colour white

Ethyl Cellulose ldentity corresponds

Specific Rotation 589nm, 20degC, c=2 49.2 +48.5 to +50.5 _ deg.

in Methanol (as dry)
Loss on Drying 0.02 0 to0.1 %
Assay (as dry ) 98.2 min. 97.5 %

This lot was analysed and released by our authorized Quality Control Department and was found to meet the
specifications as given above. '

Roche Vitamins (UK) Limited
Quality Compliance Specialist

£ Coco,.

Gellan Elaine

 Tyg a5 605/000151"
RIR N CRITNTES E
FARM@C. #oah s LT DA

CLp

A0S Tin 0402
AVENIDA SRR L1 -~ 4}1 ,_ 44)05
PRESIOENTE ALTINO - p6218 ‘J
PRESIOE OSASCO - SP

Roche Vitamins (UK) Linvted 1/1 Date of issue : 20-May-2003
Datey Ayshire Scotland
VIS KAZA 51) +

Telephone +44 (0) 1294 836201




'COATED ASCORBIC ACID TYPE EC

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Productcode 0425117
Lot No. TLO0309716
Analysis No. : 06073507
Test

Appearance

Colour

Ethyl Cellulose ldentity

Specific Rotation 589nm, 20degC, c=2
in Methanol (as diy)

Loss on Drying
Assay (as dry)

I

This lot was analysed and released by our a

specifications as given above.

Roche Vitamins (UK) Limited
Quality Compliance Specialist

£ Col0o.

Gellan Elaine

e —

uthorized Quality Control Department and was found to meet the

tamins

1

V

Result Limits / Dimension /
Specifications Units

powder

white

corresponds

49.2 +48.5 to +50.5 deg.

0.07 0 to 0.1 %

99.0 min. 97.5 ’ U
e

- ‘_)___'____'___4_______#__#____‘__,_"_.__

Roche Vitamins (UK) Limited
Dalry Ayshire Scotland

UK KA24 5J]

Telephone +44 (0) 1294 836201

1/1 Date of issue : 09-Sep-200




Certificado de Analise

Vfa’” : | DSM la

LY
- Q \

Material: ~ Acido Ascorbico Revestido Tipo EC Lote: TLO00309716
Cadigo: 0425117368 Lote de inspecao: 50000013312
Quant: 750 kg ’ , Data de manufatura: 30.09.2003

Data de validade: 30.03.2005
Teste Resultado Limite Unidade

Min Max.

Cetificado de Anilise Corresponde - - -
Validade Corresponde - - -/
Inspegdo Visual (embalagem) Corresponde - - -

Obs.:

Este lote foi analisado e liberado por nosso Departamento de Controle de Qualidade e se encontra dentro
das especificagGes dadas acima.

Aprovado

Edmilson Fernando Calciolari

s cosmaot-s1

U SN B ROR S

1

AT WA

AVENIDAS O

v PHESIDENTE At '

%
DS Produtos Nuticionais Brasil Lida Data de impressao.: 11.03.2004
Av. Eng. Billings, 1729 - Predio 9
JAGUARE -~ SAD PAULO SP 03321 000
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Certificado de Andalise
Material: Vitamina E Po 73 HP Lote: WBU0093417
Cédigo: 0483567341 Lote de inspegio: 50000011013
Quant: 40 kg Data de manufatura: 30.09.2003
Data de validade: 30.09.2006
Teste Resultado Limite Unidade
. Min Max -
Cetificado de Anilise Corresponde - - -
Validade Corresponde - - -
Inspegao Visual (embalagem) Corresponde - - -

Obs.:

Este lote foi unwlisado e libcrado por nesso Dcpanamcnto de Controle de Qualidade e

das cspectﬁcaoocb dadas acima.

Aprovado

Edmifson Fefnando Calciolzri

"

Roche Vimuminas Brasil LTDA
Av.Eop.Billlngs . Pr.9-Premin Jaguor: 1729
Jaguaré - Sac Pavlo SP 05321-900

EY: 856 605000 53'7

FARI!\.. &

AVENIDS ¢,

I PRESIDEN (¢ . © o S es
(d,"f".-,’,"' L ' i

s¢ encuntra dentro

Daw de impressiio.: 27.10.2003




