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RESUMO

COSTA, Camila Sousa Campos ddicroparticulas de acido ascorbico: estudo da
absorcédo e efeito antioxidante em jogadores de fitel de elite. Rio de Janeiro, 2009.
Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo) — Instituto deriigdo Josué de Castro, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

O presente estudo teve o objetivo de avaliar aticenéle absorcdo e o efeito
antioxidante de microparticulas de acido ascérleoo,jogadores de futebol, apds exercicio
intermitente, que simula a atividade fisica em gg0s jogadores de futebol de elite da
categoria juniores selecionados para a pesquiaanfdivididos em trés grupos experimentais
— placebo, acido ascorbico livre e encapsulado @roparticulas. Imediatamente ao término
do protocolo de exercicio foi administrada beb&knia de acido ascorbico no grupo placebo
e adicionada de 1 g de acido ascorbico livre oagdado nos grupos suplementados. As
microparticulas foram produzidas utilizando isolagmtéico de ervilha como matriz
encapsulante, pospray drying Participaram do estudo 10 sujeitos, que foramiaal@s
qguanto as caracteristicas antropomeétricas, funisaautricionais. Durante o exercicio foi
monitorada a frequéncia cardiaca (FC), ingestadchice a variacdo do peso corporal de
todos os sujeitos. Coletas de sangue foram reabzadtes do exercicio, imediatamente apés
e 10, 20, 40 e 60 minutos ap0s o exercicio. Foraalisados no plasma os indicadores
lactato, glicose, acido ascorbico, uréia, acideajrbilirrubina, creatina quinase, capacidade
antioxidante total, TBARS, hidroperéxidos, grupatosnsulfidrila e, nos eritrécitos, a
catalase. Os dados de FC e lactato indicaram gesfoogo fisico durante o exercicio foi
caracteristico de jogadores de futebol; a perdpede observada apds o exercicio ocorreu
conforme esperado; a homeostase de glicose foiismardo longo do estudo. As
concentracbes de &cido ascorbico plasmatico auraemtaignificativamente nos grupos
suplementados, em relacdo ao placebo, apdés 20 awirdd consumo das bebidas, nao
havendo diferencas entre ambos os grupos. No entagjustes dos dados com as cinéticas
de reacdo demonstraram que a taxa de incrementovaloges encontrados foi menos
acentuada no grupo que consumiu as microparticdéampnstrando que o encapsulamento
promoveu uma absorcdo sustentada de acido ascodpds o exercicio, os indicadores
analisados tiveram comportamento caracteristicoaltieracdes relacionadas ao estresse
oxidativo em todos 0s grupos pesquisados. Contglgrupos suplementados demonstraram
efeito positivo significativo sobre os indicadotgdroperoxidos, em relagdo ao placebo e o
grupo que consumiu as microparticulas teve efertonynciado sobre a capacidade
antioxidante e creatina quinase em relacdo ao lppacdugere-se que fatores inerentes ao
processo de microencapsulamento favoreceram aofuadidade do acido ascorbico no meio
bioldgico, além de mostrar a biodisponibilidaderdaterial encapsulado. Ressalta-se ainda
que O grupo que consumiu as microparticulas ap@setendéncias a comportamentos
diferenciados para as diversas analises quandoazadgpcom o0 grupo gue consumiu o acido
ascorbico livre. As microparticulas apresentararbisdisponiveis e bioativas no organismo
podendo ser utilizadas como alternativas para su@ieacao.
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ABSTRACT

COSTA, Camila Sousa Campos dilicroparticles of ascorbic acid: study of the
absorption and antioxidant effects in elite footbdl Rio de Janeiro, 2009. Dissertacdo
(Mestrado em Nutricdo) — Instituto de Nutricdo #ode Castro, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

This study aimed to evaluate the kinetics of gtsmm and antioxidant effects of
ascorbic acid microparticles in soccer playersraftéermittent exercise, which simulates
physical activity in games. The elite football gay of the junior category selected for the
study were divided into three groups - placebo,odsc acid free and encapsulated in
microparticles. Immediately following the exercigmtocol it was given a drink exempt of
ascorbic acid in the placebo group and added byflagcorbic acid, free or encapsulated, in
the supplemented groups. Microparticles were predudsing pea protein isolate as
encapsulating matrix by spray drying. The studyuded 10 subjects who were evaluated for
anthropometrical, functional and nutritional chaeaistics. During the exercise it was
monitored heart rate (HR), water intake and bodygiaevariation of all subjects. Blood
samples were taken before exercise, immediategr afid 10, 20, 40 and 60 minutes after
exercise. The parameters analyzed in plasma wetatda glucose, ascorbic acid, urea, uric
acid, bilirubin, creatine kinase, total antioxidaapacity, TBARS, hydroperoxides, sulfhydryl
groups and, in the erythrocytes, catalase. Data fi® and lactate indicated that the physical
exertion during exercise was typical of soccer gtay weight loss observed after exercise
occurred as expected; glucose homeostasis was aim@dt throughout the study. The
concentrations of plasma ascorbic acid increasguifantly in the supplemented groups
compared to placebo, after 20 minutes of consumptib beverages, with no differences
between both groups. However, the data fit in #ection kinetics showed that the values
increasing rate was less pronounced in the groapcinsumed the microparticles, showing
that the encapsulation promoted a sustained alsorpt ascorbic acid. After the exercise,
the indicators examined had typical behavior reléabeoxidative stress in all groups surveyed.
However, the supplemented groups showed a signtffipasitive effect on hydroperoxides
compared to placebo and the group that consumenhitreparticles had a significant effect
on the antioxidant capacity and creatine kinasepawed to placebo. It is suggested that
factors inherent to the process of microencapsuiatavored the functionality of ascorbic
acid in the biological environment, and show thealailability of encapsulated material. It is
worth noting that the group that consumed the mpiarticles showed tendencies to be
different toward the varied analysis when compdecethe group that consumed the ascorbic
acid free. The microparticles were bioavailable arhctive in the body and can be used as
alternative to supplementation.

Xvii



1 INTRODUCAO

A aplicacédo dos principios basicos da ciéncia edaologia para projetar e fabricar
alimentos com melhorias fisico-quimicas, sensogamitricionais tem sido foco de diversas
industrias de farmacos e de alimentos nos ultimos.aCompostos dietéticos, bioativos, com
beneficios para a saude, a capacidade fisica stadoemental, como vitaminas, probidticos,
peptideos, antioxidantes, dentre outros, sdo narerdk utilizados pelas industrias visando a

producao de alimentos com alto valor nutricionabm propriedades funcionais.

Insere-se neste contexto a aplicacdo de tecnolagiaspromovam o aumento da
estabilidade de nutrientes instaveis e a liberaggfidrolada em seus sitios especificos de
atuacdo e/ou liberagdo, como o0 micro e o0 nanoealzapsento (GOUIN, 2004). O
encapsulamento consiste, basicamente, em envomatarial que se deseja proteger em uma
matriz ou capsula, havendo a formacdo de partidgasariados formatos e tamanhos na

ordem de micrbmetros e nandmetros.

O interesse na area de encapsulamento, atualnéeateontrar novas alternativas de
materiais naturais, de baixo custo e biocompativessa o0 revestimento de substancias
bioativas. Dentre o0s principais polimeros estudadestacam-se as proteinas, que além de
serem macronutrientes vitais, desempenham exchigvapriedades funcionais, o0 que as
classifica como materiais ideais. Peretaal. (2009), utilizaram um isolado protéico de
ervilha (IPE) Pisum sativulincomo material para encapsular o acido ascortd.(Os
resultados obtidos mostraram que o IPE formou rpamtéculas esféricas e com alta retengéo
desta vitamina, sendo considerado efetivo no psocde formacdo de microparticulas. A
incorporacdo dessas capsulas em alimentos ainda éampo em ascensdo nesta area tao
revolucionaria. Ha que se considerar, entretanteerdicacdo da biodisponibilidade e da

bioatividadein vivodo AA microencapsulado.



Atualmente, sabe-se que, no sistema biologico hamaA tem atividade vital na
biossintese de proteinas estruturais, principaknafd musculo esquelético (colageno,
elastina), e reguladoras do metabolismo energftatecolaminas), além de também atuar no
sistema de defesa antioxidante (ARRIGONI & De TULIED02). Verifica-se, portanto,
estreita relacao das funcdes bioldgicas desta witaoom o metabolismo humano durante o
exercicio fisico. Neste sentido, é de interessatifieo conhecer o comportamento desta
vitamina em episédios de estresse oxidativo indupmmt exercicio fisico extenuante. Estudos
ja foram realizados em diferentes modalidades &spsrpara avaliacdo dos biomarcadores
de estresse oxidativo e do papel do AA como ardanie (AGUILOet al, 2005; ZOPPEkt
al., 2006; CHOLEWAet al, 2008). Mas, sabe-se pouco sobre como isto ooarresporte

mais popular do mundo, o futebol.

O futebol € um exercicio fisico intermitente exteme. Dessa forma, os jogadores de
futebol sdo especialmente vulneraveis ao estressktivo, que esta relacionado com o
processo de fadiga e até mesmo lesdo muscularingipal dificuldade de realizar estudos
com jogadores de futebol é o protocolo de exercigwe deve apresentar estimulos
semelhantes a uma partida de futebol, para quesoftados sejam reprodutiveis e coerentes
com a populagéo estudada. L@ughborough Intermittent Shuttle T€stST) € um teste que
apresenta estes estimulos, sendo préprio paragmgmade futebol. Nicholast al (2000)
avaliaram o dispéndio energético e a frequéncidiaeat de jogadores durante a pratica do
LIST em comparagdo a uma partida de futebol, cambtuque o mesmo pode ser utilizado

como protocolo experimental em pesquisas que eenobsta modalidade esportiva.

Estudos comparativos sobre o consumo de AA micapsutado em relacdo ao
consumo dessa vitamina em forma livre, bem comoedeiio antioxidante em situagdes

fisiologicas de estresse oxidativo, podem ser zadtis em jogadores de futebol, com



utilizacdo do LIST como protocolo de exercicio.tBoto, a presente pesquisa propde-se aos

seguintes objetivos:



2 OBJETIVOS
2.1 Geral:

Estudar a cinética de absorcdo e o efeito antioldalo AA encapsulado em

jogadores de futebol apds exercicio fisico inteznté que simula a atividade em jogo.
2.2 Especificos:
— Produzir e caracterizar microparticulas de AA entrinde IPE;

— Avaliar o comportamento de biomarcadores de estreg&lativo em jogadores de
futebol durante a pratica do LIST e frente ao comsude AA, livre e

microencapsulado, imediatamente apds 0 protocoéxeeeicio;

— Comparar a cinética de absorcdo do AA, livre e osiscapsulado, apdés 0 consumo

das microparticulas pelos sujeitos da pesquisaiatadente apos LIST.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Microencapsulamento

O microencapsulamento € definido como a tecnoldgi®@mbalamento de materiais
(solidos, liquidos ou gasosos) em mindsculas péascou goticulas, as quais podem liberar
seu conteudo a taxas controladas sob condicoesibspe (DZIEZAK, 1988), tendo a
atividade biologica preservada (POTHAKAMURY & BARB®A-CANOVAS, 1995).
Assim, a principal finalidade do processo € a pdtede uma substancia ativa, evitando sua
rapida degradacao e promovendo o prolongamenteupeyiodo de acao, seja por liberacéo
controlada ou pelo isolamento de sua interacao @oneio até 0 momento em que sua acao
seja necessaria (GHARSALLAOLU al, 2007). O material revestido € denominado nucleo
ou material ativo encapsulado, e o material quendopb revestimento € conhecido como
matriz, material de parede ou encapsulante (GOROIR4).

A producdo de microparticulas pode ocorrer porréifees processos, utilizando-se
diversos materiais de revestimento. Estes fatoxescem influéncia sobre a formacéo de
particulas, conferindo diferentes formatos e tarnanPOTHAKAMURY & BARBOSA-
CANOVAS, 1995). O pray drying é a tecnologia mais largamente utilizada nas indgs
farmacéuticas e de alimentos para encapsular sicistaativas, devido ao baixo custo em
comparacao as outras técnicas e por produzir pesicde boa qualidade (DESAI AND
PARK, 2005). Este método baseia-se na pulverizégi@mizacdo) de uma solucdo, emulsao
ou suspensédo, contendo o material ativo e a matiapsulante, em uma camera de ar
guente, sendo as goticulas secas (p0) recuperamtasngio de ciclone em coletores
(GHARSALLAOUI et al, 2007, GOUIN, 2004). As particulas formadas podsen
classificadas quanto ao tamanho, sendo denominadasroparticulas (>50Q@n),
microparticulas (1-50Q0n) ou nanopraticulas (fiin) (SANGUANSRI & AUGUSTIN,

2006).



O controle da liberacdo de substancias encapsufamties ser obtido por diferentes
mecanismos, dependendo da finalidade de sua &pbicdgiferentes dispositivos podem
iniciar o processo de liberacdo de materiais aterasapsulados, tais como mudancas no pH
do meio e acédo de enzimas especificas, que exenfie@ncia sobre as propriedades fisico-
quimicas das matrizes encapsulantes, permitindestaemodifique sua estrutura e promova
a difusédo e/ou liberacédo da substancia encaps(@&adbIN, 2004; DESAI & PARK, 2005).

A aplicacao de nutrientes microencapsulados nandesgemento de alimentos para liberacao

lenta no trato digestoério constitui-se em grandeagéo nesse campo da saude.
3.1.1 Matrizes encapsulantes

A escolha da matriz encapsulante para o0 processanideoencapsulamento é
fundamental, uma vez que esta influenciara nasipdgles fisicas e quimicas das particulas
formadas, determinando aspectos importantes pduaconalidade dos biomateriais, tais
como morfologia, distribuicdo de tamanho, reterg&ontrole da liberacdo do material ativo
encapsulado (REINECCIUS, 2004).

Proteinas séo classificadas como materiais ideags gncapsulamento de substancias
bioativas, devido ao seu alto valor nutricional, pencipalmente, pelas propriedades
tecnologicas e funcionais, incluindo emulsificacgelatinizacdo e formacao de espuma. As
proteinas mais comumente utilizadas sao: as do(kit soro) e gelatina (CHEM al., 2006).

No entanto, estudos recentes vém explorando agigulapges funcionais de proteinas de
leguminosas, visando utilizacdo de um material egara adicdo em matrizes alimentares
com alto valor nutricional. Estas proteinas sdoenwis de baixo custo, biocompativeis e
biodegradaveis, que vem sendo utilizadas comonaliga para alguns dos materiais mais
comumente utilizados na producdo de microparticRilERUCCI et al, 2006 e 2007;
PEREIRAEet al, 2009). Pieruccet al. (2006) utilizaram um concentrado protéico de bevil

(PPC) para microencapsulamento de AA e observarsmmaq adicionar essas particulas em
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uma matriz alimentar (utilizou-se um alimento egticp em gel) o AA teve taxa de
degradacéo reduzida em relacéo a observada quani@onana foi adicionada na forma livre,
0 que demonstra a eficacia do sistema de protezsendolvido.

Rangelet al. (2003) desenvolveram um método de purificacacedeestes de ervilha
(Pisum sativuim e ao estudar o isolado protéico obtido verifimargue as propriedades
funcionais, importantes para o0 processo de micaEswamento, sdo atribuidas
principalmente a fracdo de vicilina. O isolado prod apresenta cerca de 90% do seu
conteudo composto pela vicilina e foi aplicado mmapsulamento do AA apresentando
resultados promissores (PEREIRAal, 2009). H& que se considerar, no entanto, o estado

biodisponibilidade e da bioatividade das particplasiuzidasn vivo.
3.2 Acido ascorbico

O acido ascoérbico, também conhecido como ascodwatitamina C € uma lactona de
acido derivado de um monossacarideo, apresentaridonala GHsOs € peso molecular
176,12g. Oxida-se facilmente formando o &cido deartérbico (ADA), o qual pode ser
subsequentemente oxidado gerando os acidos dit@armpy oxalico e trebnico (BOBBIO &
BOBBIO, 2003). Na primeira etapa de degradacdo B& Acorre a hidrélise do anel de
lactona, uma reacdao irreversivel e que apresentia jpla atividade biologica (ARRIGONI &
De TULIO, 2002; KARLSENet al, 2005) (Figura 1). A oxidagdo do AA em plasma é
influenciada pela sua concentracéo, temperatura, gd, presenca de oxigénio, solvente,
forca ibnica, e presenca de ions férricos ou ergimddadas. Assim, procedimentos para
estabilizar esta vitamina em amostras biologicgsieeem acidificagdo e incluem, algumas
vezes, a adicdo de um agente redutor ou de umngeela metal (JACOB, 2003).

O AA é um nutriente que deve ser adquirido, por &ms, a partir da alimentacgéo,
pois, em excec¢do a classe animal, os humanos md#etizam AA no organismo.

(PENTEADO, 2003). As fontes alimentares mais abotetade vitamina C sao as frutas
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citricas, sendo encontrada também em verduras éctlbs, como espinafre, brocolis e
batata. As recomendacdes dietéticas para mulhetesmens adultos sdo de 75mg/dia e

90mg/dia, respectivamentBiétary Reference Intake — DRA004).

HO

HO OH

Figura 1 — Esquema de reacdo para oxidacao do asaiwbico (Adaptado de KARLSEN

al., 2005). A principal forma de vitamina C é o acaBzorbico (AA) (Al), e em condi¢des
biologicas € encontrado na sua forma idnica, astorfA2). Quando sofre oxidacdo, o
radical ascorbil (B) € formado e sofre uma reacgmetanea de dismutacédo (1), onde uma
molécula de AA e uma molécula de &cido desidroasod(ADA) (C) sdo formadas a partir
de duas moléculas de radical ascorbil. Em condi¢g@egicas o ADA sofre rapida e
irreversivel hidrélise com formacéo de acido digedénico (D).

A vitamina C é absorvida através do epitélio dtestino humano por meio de
processos saturaveis e dose-dependente (RUMSEY ¥INE 1998). Em células de
mamiferos, a absor¢do do AA é mediada por trarepamts dependentes de'N&VCT1 e
SVCT?2). Estes transportadores sdo altamente hooslegtre si, porém eles tém diferentes
caracteristicas funcionais, com SVCT2 exibindo unsor afinidade e menor capacidade
para o AA que o SVCT1. A distribuicdo e os paraoetiinéticos do SVCT1, descritos na
literatura, sugerem que o papel primério destesprartador € a manutencdo da homeostase

corporal do AA por absorcéo dietética e reabsoreéal (WANGet al, 2000). O SVCT2 é

largamente expresso e seu RNAm foi detectado enersdis células e tecidos

8



metabolicamente ativos (neurdnios, cérebro, olptagenta, osteoblastos e condrocitos). O
possivel papel deste transportador pode ser a dngrcao de AA requerida para a protecao
das células metabolicamente ativas contra o estmegdativo (CASTRGCet al, 2001; WUet

al., 2004). A vitamina C também pode ser transportattavés dos enterdcitos, na forma
oxidada (ADA), pelos transportadores facilitadateshexoses (GLUT 1, GLUT 3 e GLUT 4)

e depois reduzida a AA pelas redutases presensesnmerocitos (WILSON, 2005). Qualquer
ADA que escape a reducdo nos enterocitos e pasaeapeorrente sanguinea, ou que seja
formado pela oxidacdo do AA no meio extraceluladeser captado e reduzido a ascorbato
por outras células (adipdcitos, células endotelidiemacias, hepatdcitos, neutrofilos,
osteoblastos e células musculares lisas) (HOLMES, 2002).

As funcdes biolégicas do AA sao devidas, princigalie, & sua capacidade redutora,
agindo em diversas reacdes bioquimicas, sendodayadio um antioxidante dietético de
grande importancia (HAMILTOMt al, 2000). Presente nos compartimentos citossotiass
células, é considerado o principal supressor deasdivres (RL) em meio aquoso (SAVINI
et al, 2005), reagindo diretamente com RL tais compegsixido, hidroxilas e oxigénio livre,
sendo considerado um composto bioativo. As propdes de reducdo dessa vitamina
auxiliam na absorcéo dietética do ferro, que é ss® para formagcdo de hemoglobina nas
células vermelhas (EVANS, 2000), contribuem paraestabelecimento de atletas, apos
treinamentos e competicbes (SAVINt al, 2005), além de participar da formacdo do
coladgeno, sintese de neurotransmissores e prodedé&ddcitos (JACOB, 2003).

O AA é largamente adicionado a muitos produtos eitares como um suplemento
vitaminico para reforcar a ingestéo dietética danina C e para agir como antioxidante. No
entanto, devido a sua alta reatividade e baixdiigede em solucdo, podem ocorrer perdas
significativas desta vitamina durante o processamede alimentos (KIRBYet al, 1991;

PIERUCCIet al, 2004). Nesse sentido, o encapsulamento destaindgpode protegé-la da



oxidacdo, mantendo sua atividade bioldgica, alémedeuma alternativa para a manutencao

da biodisponibilidade por promover liberacdo cdaftita no trato digestorio.
3.3 Estresse oxidativo, exercicio fisico e antioxdtes

As células produzem continuamente RL e espéci¢isasale oxigénio (ERO) devido
a inumeros processos do metabolismo. No entantas esibstancias sédo, normalmente,
neutralizadas por um elaborado sistema de defégxidante que consiste de enzimas como
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glomati peroxidade (GPX) e numerosos
antioxidantes ndo enzimaticos, incluindo as vitasii\, E e C, glutationa, ubiquinona e
flavondides (URSO & CLARKSON, 2003; FINAUBt al, 2006). Se a producdo de RL e
ERO for excessiva, conforme observado durante exescextenuantes e alguns estados
patoldgicos, ou as defesas antioxidantes foremraeente reduzidas, o balanco entre pro-
oxidantes e antioxidantes € desfeito e instala-sgtresse oxidativo (Ll@t al, 1999; URSO
& CLARKSON, 2003). A condicdo de estresse oxidafpeale induzir a apoptose em células
saudaveis provocando inflamacgdes ou alteracbesudades celulares permitindo oxidacéo
de lipidios, proteinas e DNA (PRIOR & CAO, 1999NRUD et al, 2006).

A atividade fisica aumenta a producdo de RL e ER@idersas maneiras. A via de
formacdo destas substancias mais comumente deseritderatura é a do metabolismo
oxidativo. Durante o exercicio fisico, hda um aumenf necessidade de utilizacdo do
oxigénio, sendo que boa parte é consumida na flagfdo oxidativa, metabolismo ligado aos
prétons e elétrons na cadeia respiratéria celolamdndo agua. Porém, estima-se que de 4 a
5% deste oxigénio ndo seja completamente reduzigua, formando RL (CLARKSON &
THOMPSON, 2000). Outras fontes de aumento dos R @@xercicio incluem producéo de
catecolaminas, xantina oxidase, isquemia-reperfusadrias fontes secundarias, como a
liberacdo de radicais por macréfagos recrutados peparacdo de tecidos danificados
(FEHRENBACH & NORTHOFF, 2001; URSO & CLARKSON, 200&s consequéncias do
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estresse oxidativo para o desempenho fisico ingleemcurto prazo, limitacdo do tempo de
exercicio devido a fadiga muscular, dor musculatigae danos musculares (VOLLAARE
al., 2005).

Em geral, os critérios utilizados para avaliar dresse oxidativo podem ser
categorizados como descrito na Figura 2, sendocqd@ um desses critérios pode ser
avaliado por diferentes indices, utilizando-se ogrmétodos analiticos. A peroxidacdo
lipidica € a consequéncia mais bem descrita da do80RL e envolve a deterioracdo
oxidativa de acidos graxos poliinsaturados da man#celular gerando uma variedade de
produtos, incluindo, principalmente, malondialdeid®DA), hidroperéxidos, dienos

conjugados e creatina quinase (CK) (KARAT&Sal, 2002; AGUILOet al, 2005).

Estresse Oxidativo

Potencial éxido- Susceptibilidade
redutor a oxidacac

Concentracéo de
composto: relevantes

Cinética Estatica
Produtos de Promotores Inibidores
peroxidacao v
v Capacidade
N Radicais Capacidade de oxidagao
Produtos de reducdo
finais Produtos

intermediarios

Antioxidantes Enzimas
de baixo peso
molecular

Figura 2. Critérios utilizados para acessar o estsse oxidativo (Adaptado de DOTANet
al., 2004).

A avaliacdo da capacidade antioxidante do organigaue ser realizada através do
seu potencial total, por exemplo, com as analisdsRAP Ferric reducing ability of plasma
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que dentre as metodologias de analise existendegue melhor se encaixa para estudos
vivo. Primeiramente por ter sido desenvolvida paraldisibiolégicos (BENZIE & STRAIN,
1996) e posteriormente por ser a metodologia milzada nos estudos que avaliam
potencial redox de fluidos bioldgicos em situacdesestresse oxidativo. Outra forma de
avaliar a capacidade antioxidante do organismola gueantificacdo de antioxidantes (n&o-
enzimaticos — vitaminas C e E, acido urico, bibina, carotendides; enzimaticos — SOD,
GPX, CAT) que em associagdo com os produtos daipleig@io lipidica sdo os indicadores
frequentemente descritos na literatura para ad@ialp estresse oxidativo (DOTA#t al,

2004; VOLLAARD et al, 2005; FINAUDet al, 2006).
3.3.1 Futebol
3.3.1.1 Dinamica de esforco no futebol

O futebol € considerado o esporte mais populailis praticado em todo o mundo
(REILLY, 1997; CASTAGNAZet al, 2007).Durante as ultimas duas décadas, tem atraido
cada vez mais o interesse de pesquisas para gagi dos varios aspectos deste esporte. No
entanto, estudos envolvendo o impacto de um joge grotocolos de exercicio na avaliacdo
de biomarcadores de estresse oxidativo e danolsespprincipalmente na suplementacao e
recuperacdo de jogadores, ainda sao escassoseratulia (THOMPSONet al, 2003;
ASCENSAOet al, 2008).

O futebol é um esporte caracterizado por atividautesmitentes e de alta intensidade,
em que, se intercalam, periodos de esfospuir{ts corridas, saltos, chutes) e recuperagéo
(NICHOLAS et al, 2000; CASTAGNAet al, 2007). Um jogador durante os noventa minutos
de uma partida percorre aproximadamente 10 km (&leval, 2007), mas, dependendo da
posicdo, esta distancia pode ser ainda maior, @®@maaso dos meio-campistas, que podem

chegar a percorrer até 12km por jogo (REIL&fal, 2000).
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As acdes mais decisivas e cruciais para o desfeéehana partida de futebol, como
sprints saltos, chutes e disputas pela bola, sdo depmsdelo metabolismo anaerdbio
(WRAGG et al, 2000; STOLENet al, 2005). Durante uma partida de futebol sprint
ocorre aproximadamente a cada 90 segundos, amederdcdo média de 2-4 segundos,
constituindo de 1-11% da distancia total percorddeante uma partida. No entanto, outras
atividades dependentes do metabolismo anaerdbioeséiaadas durante uma partida. No
contexto da resisténcia anaerdbia da partida, ateta realiza de 1000-1400 atividades de
curta duracdo que mudam a cada 4-6 segundos. Agpats atividades desenvolvidas séo:
sprints corridas de alta intensidade a cada 70 seguagosximadamente, 10 cabeceadas, 50
envolvimentos com a bola, cerca de 30 passes, bam a alteracdo de ritmo e sustentacéo
de contracdes fortes para manter o equilibrio esagde bola contra a pressao defensiva, em
que poténcia, forca e resisténcia anaerdbia sartorgualmente importantes (MOHR al.,
2004; STALENetal., 2005). Contudo, tendo em vista o tempo degdurao jogo, o futebol
€ um esporte igualmente dependente do metabolignibia (BANGSBOet al, 1991;
MOHR et al, 2004).

A atividade de jogadores de futebol durante compes implica em semanas de
treinamento, jogos e recuperacdo. Estas exigénompetitivas podem impor tensdes para
varios sistemas fisioldgicos como musculo-esqueElétiervoso, imunoldgico e metabdlico,
tornando a necessidade de estratégias de recupgréséexercicio influente na preparagéo
para a proxima partida (REILLY & EKBLOM, 2005).

Apesar de poucos dados terem sido publicados a@itespos efeitos do estresse
oxidativo sobre o desempenho em partidas de fytdtdola possibilidade de que o dano
oxidativo causado pelos intensos periodos de treingo e/ ou as modificacdes oxidativas
provocadas durante os jogos poderiam compromeéstamlo de saude dos jogadores, bem

como a atuacg&o nos jogos (VOLLAARM al, 2005; ASCENSAGet al, 2008).
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Ascensdoet al. (2008) analisaram os efeitos de uma partida debdlt nas
concentracdes plasmaticas dos biomarcadores dssstoxidativo e dano muscular, como
CK, MDA, e capacidade antioxidante total e verifeta que um jogo de futebol provocou
alteracdo dos biomarcadores de estresse oxidatilam@ muscular em jogadores de futebol
por até 72 horas apés o término da partida. Shyepet al. (2002), avaliaram jogadores de
futebol durante uma temporada competitiva e caarstat elevacdo dos niveis séricos de
peroxidos totais no periodo pos-competicdo em coagpa com a pré-competicdo. Assim,
estratégias de suplementacdo de nutrientes ardibes, como o AA, poderiam auxiliar o
sistema de defesa antioxidante do organismo no a@nalos RL, minimizando as alteracdes e

os danos celulares do estresse oxidativo.
3.3.1.2Loughborough I ntermittent Shuttle Test (LIST)

Alguns pesquisadores monitoraram a resposta daénetp cardiaca, as alteracdes
sanguineas, estimaram o gasto energético e o corgioxigénio durante partidas de futebol
(REILLY, 2000; NICHOLAS et al, 2000; MOHRet al, 2004). No entanto, devido a
impossibilidade de controle de diversas variaveige gnterferem nesses parametros
(jogadores, intensidade) durante o jogo, é difiedliar o efeito de intervencdes nutricionais.
Deste modo, protocolos de exercicio que simulerordralem as demandas do esporte em
guestao sdo necessarios (NEViktal., 2003).

O LIST é um teste que reproduz as atividades nomevdte desempenhadas no
futebol. Consiste de cinco baterias de exercicin daracdo de 15 minutos, intercaladas por 3
minutos de recuperacdo passiva, totalizando durfigdode 90 minutos de exercicio. Os
jogadores realizam um percurso de 20m, repetidanamvolvendo estimulos de baixa,
média e alta intensidade, como caminhagsntse corridas a 55 e 95% do volume maximo
de oxigénio (VOQmax.Nicholaset al. (2000) verificaram que o padréo de atividadesast@
energeético e as respostas fisioldgicas e metabdliegogadores durante o LIST sdo similares
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as de uma partida de futebol. Diferentes pesquisada utilizaram o LIST para verificar o
efeito de intervencdes envolvendo o consumo de omhdios, bebidas isotonicas
(NICHOLAS et al, 1995 e 2000; WELSHt al., 2002) e gel energético (PATTERSON &
GRAY, 2007), sobre a recuperacao energética dedgzga. Este protocolo de exercicio
também ja foi utilizado em estudos que avaliarammprtamento de biomarcadores de
estresse oxidativo frente ao consumo de nutriegméisxidantes (Thompsoet al, 2001 e

2003). Apresenta aléem de reprodutibilidade fisiddge metabodlica as mesmas variaveis

ecologicas a uma partida de futebol, como temperatumidade e solo.
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4 METODOLOGIA

4.1. Obtencdo e caracterizacdo do isolado protéicde ervilha (IPE) — matriz

encapsulante

O IPE foi obtido por meio do método descrito pongea et al (2003), que consiste
na separacao de proteinas pelo seu ponto isoeléNscsementes de ervilhBRigum sativum
foram obtidas em comércio local e moidas em moRé&isch ZM, utilizando-se peneira com
0,5mm. A farinha obtida foi desengordurada, utiidase acetona (Merck) como solvente. A
proporcéo de farinha:acetona usada foi de 1:10,agitacdo magnética por 10 minutos e
decantacdo por 30 minutos para posterior trocaoblerste. A troca do solvente foi realizada
duas vezes e, ap0s evaporacdo em capela, a féminhaubada por 1 hora e 30 minutos, a
4°C, em tampado Tris-HClI (50mmol — Merck), pH 8,52 proporcdo 1:10 (farinha
desengordurada: tampéo de incubacé&o). O incubaderitrifugado a 4°C, na velocidade de
10000 x g por 30 minutos. O pH do sobrenadantelolbi ajustado a 4,5 com solucao de
acido cloridrico — HCI (3M — TEDIA) e novamente té&ngado por 50 minutos, sob as
mesmas condigcbes de velocidade e temperatura @aeteriAo fim deste processo, 0
precipitado pellef) foi recolhido e armazenado, como isolado protéico

O IPE produzido foi caracterizado quanto ao teopmeinas, seguindo metodologia

de Lowryet al.(1951), usando albumina bovina (66kDa — Sigma)apadréao.
4.2 Producéo e caracterizagdo das microparticulasedacido ascorbico

Para a producdo das microparticulas foram preparadducdes alimentadoras
contendo o material ativo (4cido ascorbico) e arimancapsulante (IPE), na propor¢édo de
1:1 de AA: proteina do IPE, com teor de sélidoaitotle 13%. Para tanto, o AA (BASF) foi
dissolvido em agua deionizada sob agitacdo magnél& sequéncia, o IPE foi dissolvido em
agua deionizada, sob agitacdo magnética por 20tosinseguida de homogeinizagéo por 10

segundos, em Ultraturrax T25 IKA-Labotechnik, a @@dn. A solucdo de AA foi entao
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adicionada a solucdo de IPE e o volume ajustada p@0mL com agua deionizada,
finalizando assim o preparo da solucdo alimentadéma seguida, esta solucdo foi seca em
Mini Spray dryerBuchi, modelo B- 290 (Bichi Laboratoriums Techni) localizado no
Centro de Pesquisas e Desenvolvimento Leopoldo issmdliguez de Mello da Petrobras
(CENPES), sob as seguintes condicOes de secageperiura de entrada do ar: 180°C,
velocidade de entrada do ar comprimido: 414 L/kRatde alimentacdo de amostra: 20%
(6mL/min), taxa de aspiracdo do ar: 80% (30-35 né&hbico atomizador de: 0,7mm. O
material seco foi recolhido e armazenado em tulastipos de 50mL, protegidos em
embalagens metalizadas opacas, fechadas hermetiearfigangel Industria e Comércio
Ltda) e mantidas em dessecador até 0 momento datismacdo. O rendimento do processo
foi calculado conforme equacéo [1] descrita poefal. (2002):

MM [1]

Rendimento (%) = 100

MN + MMP

OndeMM é a massa coletada de microparticulas ao finpracessoMN a massa do
material ativo; ¢MMP a massa do material de parede.

As microparticulas produzidas foram caracterizagleanto ao teor de umidade, teor
de &cido ascorbico, distribuicdo do tamanho daScpéas e morfologia. A partir dos teores
de umidade e AA, foram calculados o teor de soOlidtais (ST) e a retencdo da substancia
ativa (AA).

a) Determinacdo do teor de umidaderealizado por dessecagdo em estufa a 105°C, até
peso constante (Instituto Adolfo Lutz — IAL, 198%). teor de sélidos totais foi
calculado por diferenga, a partir do valor de umiéa

b) Determinagdo do teor de AA:determinado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), em cromatégrafo liquido Shimadi€10, detector UV-VIS
Shimadzu, ajustado em 254 nm e coluna Hypersibade feversa g (5u), 250 x 4,5

mm. O sistema de elui¢cdo foi isocratico ao fluxoOd@ mL/min, com fase movel
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composta por 0.2M de fosfato de potasssio monobdKiel,PO,) (Merck) em agua
deinonizada e pH 2,4 ajustado com &cido fosfolt®Q,) (Merck) (GOKMENet al,
2000). As curvas de calibracdo foram construidas solucbes padrédo de AA para
CLAE (Supelco) em concentragcfes entre 10 e 50 pgAalamostras foram diluidas
em fase movel, desintegradas com agitacdo em vpdexd minuto, seguindo-se a
centrifugacédo (15° C, 3000 x g por 5 minutos) elmrenadante filtrado em membrana
0,22 um, sendo o volume de injecaoul0Para a quantificacdo do AA foram
utilizados os dados de altura dos picos cromatmgsafdos padrdes e das amostras,
fornecidos pelo software LiquiChrom LC10.

c) Retencdo de AA nas microparticulasA partir dos teores de AA e umidade das
particulas e de ST das solu¢cbes alimentadorasiloalse a retencdo do ativo atraves
da equacdo [2] conforme Trindade & Grosso (2001):

2
Retencao (%) _TAm x100 [2]
TAse

OndeTAmcorresponde ao teor de AA em base seca das mitmpas eTAsg ao
teor de AA em base seca da solugéo alimentadora.

d) Avaliagcdo da distribuicdo de tamanho de particulasfoi realizada em equipamento
analisador de tamanho de particulas Malvern M&itegr “Plus” MAF 5001, para
particulas com didmetros na faixa entre 0,05 e 580 Quantidades de amostra
suficientes para obtencao de grau de obscurac@ieup 10% foram suspensas em
400 ml de isopropanol, sendo as suspensfes mardaasagitacdo mecanica e
sonicacdo (55KHz) durante a leitura para evitaegagdo das microparticulas. A
intensidade de espalhamento de luz foi medidadadss de distribuicdo em volumes
cumulativos de 10% {g), 50% (do) € 90% (dy) foram fornecidos pelo software do

equipamento.
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e) Avaliacdo da morfologia das microparticulas: foi realizada por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). As amostras forarpaditadas em fita adesiva de
carbono dupla-face, fixada na superficie de stubsagb para MEV. As amostras
foram recobertas com fina camada de ouro em matilizBAL-TEC SCD-050, por
120 segundos, a 40mA e analisadas em microscop. JEEM 5310, a 15kV,
conforme descrito por Sheu & Rosenberg (1995). rAagens foram digitalizadas

diretamente do microscopio e micrografias forare@ehadas.
4.3 Elaboracéo e caracterizacéo do veiculo para admstracdo das microparticulas

Para consumo das microparticulas pelos sujeitopedguisa, foi elaborada uma
bebida contendo 4gua mineral, adocante sucraldsedl), corante natural urucum (CHR
HANSEN) e aroma natural de laranja (MAXENS). Asidek foram preparadas no momento
do consumo pelos sujeitos da pesquisa e 0 prepasistiu basicamente na mistura de todos
0os ingredientes sob agitacdo mecanica em vortesteRarmente, as mesmas foram
analisadas quanto a capacidade antioxidante tgahcordo com o método de reducdo do
ferro (FRAP —ferric reducing ability of plasma(BENZIE & STRAIN, 1996). Em suma, a
bebida pronta para o consumo, assim como cada c@nf®m da mesma, nas proporcgoes
correspondentes a formulacdo, foi dissolvida ema&ygineral, sendo 25uL utilizados para
dosagem de FRAP. Todos os procedimentos realizpdos esta dosagem se seguiram

conforme descrito no item 4.8.9.
4.4 Selecgéo e caracterizagédo dos sujeitos da pesaqui

A amostra de sujeitos foi constituida por 10 jogadale futebol com faixa etaria entre
18 e 21 anos, classificados na categoria de jwjiosendo recrutados no Centro de
Treinamento do Fluminendeootball Cluh localizado em Xerém, Duque de Caxi@®mo
critério de incluséo foi considerado a participagéiocampeonatos relacionados a modalidade

em questdo, auséncia de doencas crbnicas ndo isah&is e de consumo de suplementos
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nutricionais. Os sujeitos foram informados sobrkesenvolvimento do trabalho e de todos os
procedimentos e possiveis riscos associados ao aneagueles que concordaram em

participar da pesquisa assinaram o termo de cansarip livre e esclarecido (TCLE).
4.4.1 Avaliacao antropométrica e funcional

A avaliacdo antropométrica foi realizada por psifinais qualificados do centro de
treinamento do Fluminendeootball Club Os dados de medidas corporais coletados foram:
(1) massa corporal (kg); (2) estatura (m) e (3r@aiual de gordura (%), de acordo com a
padronizacdo de Lohman (1988). Para mensuracdo atsamcorporal os jogadores se
posicionaram na plataforma da balanca (FiliZolalanca antropométrica mecanica), sem
calcados, com o0 peso do corpo igualmente distribeictre os pés. Foram pesados sem
camisa, usando apenas a bermuda do uniforme darnrento. A estatura foi mensurada com
0s sujeitos descal¢cos, em superficie plana, cadcashuntos tocando a haste vertical do
estadibmetro, acoplado a balanca, e a cabeca am@éersegundo o plano de Frankfurt. As
dobras cutaneas foram medidas em trés pontos acatr(il) abdominal, (2) peitoral e (3)
coxa, trés vezes, sempre do lado direito, pelo mmemmliador. Realizou-se média dos trés
valores obtidos, quando os mesmos apresentavanmslaras. Caso os valores fossem
diferentes uns dos outros, a média seria realiapdaas com dois valores ou entdo a medicdo
seria repetida. O percentual de gordura corpornatdtculado de acordo com Jackson &
Pollock (1978).

Adicionalmente, a captacdo do volume méaximo de ém (VOmay foi estimada
com a utilizacdo de um teste de esforco maximopmi@radoYo-Yo tessegundo Léger &
Lambert (1982) e a frequéncia cardiaca méaximan{frevista determinada através da
equacao [3], segundo Tanadaal, 2001.

FCmax= 208 — (0,7 x idade) 3]
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4.4.2 Avaliacdo do consumo alimentar

A avaliacdo do consumo alimentar foi coletada disada pelos responsaveis da
pesquisa por meio da aplicacdo de dois recordatdea24 horas (R24) e do questionario de
frequéncia de consumo de alimentos (QFCA). Todogdados obtidos nos R24 foram
convertidos para gramas e mililitros para analisangtativa dos nutrientes ingeridos,
mediante programa computadorizado NUTWIN da Es&dalista de Medicina, em sua
versao 2.5. O QFCA utilizado foi selecionado deZz@g2007) que foi adaptado de Sichieri &
Everhart (1998). O QFCA tem carater qualitativomnc62 itens alimentares e inclui cinco
opcOes de frequéncia de consumo [(1) nunca, (2vé&z8s/més, (3) 1 vez/semana, (4) 3-4
vezes/semana e (5) diariamente].

A ingestdo de macronutrientes (carboidratos, pratee lipideos — colesterol, acidos
graxos saturados, monoinsaturados e poliinsatuyagosicronutrientes (vitaminas: AAi-
tocoferol e minerais: calcio, ferro, magnésio, eddipotassio) — MAUGHAN, (1999) foi
analisada e comparada com a ingestao dietéticafdemcia DRI, 2004). As necessidades
nutricionais dos atletas foram calculadas de acootio a Diretriz Brasileira de Medicina do
Exercicio e do Esporte (200®psition of the American Dietetic Associati@kDA, 2009) e

World Health OrganizatiogWHO, 1999).
4.5 Desenho experimental

Os sujeitos da pesquisa realizaram dois dias diesteseparados por exatamente sete
dias. No primeiro dia de teste todos os jogadares 10) consumiram a bebida acrescida das
microparticulas de AA. No segundo dia os jogadoogsumiram placebo (n = 5) ou AA livre
(n = 5) (Figura 3). Neste dia, 0 estudo foi dupdg@ randomizado, em que 0 processo de
cegagem e randomizacao foram realizados por me#britbaicdo de niumeros aleatérios para
a identificacédo dos sujeitos e das amostras, ca@tepor sorteio, por uma terceira pessoa, nao

envolvida na coleta dos dados.
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funcional e do
consumo v v
alimentar Consumo das Distribuic&o aleatéria

microparticulas dos jogadores entre
consumo de placebo ¢
acido ascorbico livre

Figura 3 — Desenho experimental do estudo

Nos dias de realizacdo dos testes fisicos os jogadie futebol chegaram em jejum
de 12 horas ao centro de treinamento — CT, parsucom de desjejum padronizado, contendo
alimentos normalmente consumido pelos sujeitos Mo uas horas apés o consumo do
desjejum, os jogadores foram submetidos ao praiad®lexercicio LIST. Os procedimentos
experimentais realizados nos dias de testes egt@semtados graficamente na Figura 4.
Imediatamente apds o término do exercicio, ostegjebnsumiram as microparticulas de AA
ou AA livre/ placebo. Amostras de sangue foram teolas, por enfermeiros e farmacéuticos
bioquimicos, por meio de punc¢éo da veia anteculfglcoletas de sangue foram realizadas
seis vezes, no entanto, nem todas as analisesiiicgs foram realizadas em todos os
tempos de coleta. As coletas referentes ao pré&iex®(PE), ao imediatamente apdés (I1A) e
60 minutos apds (60A) foram realizadas, principaliteepara avaliagdo do comportamento
dos biomarcadores de estresse oxidativo nos jogadhurante a pratica do LIST e frente ao
consumo de AA imediatamente ap6s o protocolo deceie. As coletas realizadas apés o

teste, referentes a 10 (10A), 20(20A), 40(40A) A,6@ram determinadas, principalmente,
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para avaliacdo da cinética de absorcdo do AA apdsueno das microparticulas. Para esta
finalidade, trés versdes da bebida foram preparatgasdo atender aos trés grupos da
pesquisa: placebo -isento de vitamina (P), consden8A livre - bebida acrescida de AA —
40mg/mL (AAL), consumo das microparticulas - bebadaescida de microparticulas de AA
— 100mg/mL (AAM), perfazendo um total de 1g de A&rg cada grupo suplementado. O
volume de bebida administrado para cada sujeitpedguisa foi corresponde a 25mL para

todos os tratamentos.

— = ]

|
~ L
Intervalo Monitoramento l ‘ l l
de 2 hora v" Frequéncia cardiacg Coletas de sangue (10,
v Ingestéo hidrica 20, 40 e 60 minutos
apos o término do teste)
v v v
Chegada ao clube em v Pesagem v Pesagem
jejum — consumo de v Coleta de sangue v’ Coleta de sangue
desjejum padronizado v Inicio do teste v Fim do teste
v' Consumo das bebidas

Figura 4 — Procedimentos experimentais nos dias dealizacdo do teste fisico (LIST).

4.6 Protocolo de exercicio fisico — LIST

O teste apresenta duracdo de 90 minutos distribwishocinco periodos de 15 minutos

de exercicio, separados por 3 minutos de recuperagiia (Figura 5). Os periodos de

exercicio englobam atividades

(NICHOLAS et al, 1995 e 2000):

— 60m andando (3 x 20m);

— 20m velocidade méaxima de corrida;

— ~ 2 segundos de recuperagao;

intermitentes e sastritbidos da seguinte forma

— 60m a uma velocidade correspondente a 55% dg,M@dividual (3 x 20m);
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— 60m a uma velocidade correspondente a 95% dg.M@dividual (3 x 20m)..
O calculo individual referente as intensidades 8ee 5% do V@hnax individual foi
realizado por meio da equacao [4], seguAdterican College of Sports Medicif@CMS,
2003).

_[distancigm)x12] .. [4]

Tempo (s) %vVC2max

Para garantir que os jogadores percorressem ascles delimitadas, nas velocidades
previamente recomendadas, um monitor, para cacdalgogfoi selecionado e treinado para
auxilid-los durante o LIST. A funcdo dos monitofes orientar os jogadores, usando um

crondbmetro, sobre o tempo para percorrer cadandistéde acordo com o Vi individual.
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Figura 5 — llustracdo esquematica do LIST
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4.6.1 Avaliacéao da perda de peso

A massa corporal (kg) dos jogadores foi mensuradasae apos o LIST, e cada
jogador recebeu garrafas individuais de agua, peraitoramento da ingestdo hidrica. Os
resultados obtidos serviram para calcular o peve¢ride perda de perda de acordo com a
equacao [5].

Percentual (%) de perda de pesép—a_ F;ap) *1H x100 5]
a

Onde Pa corresponde ao peso antes do exerciéap ao peso apds o término do

exercicio; dH a ingestao hidrica durante o exercicio.
4.6.2 Monitoramento da frequéncia cardiaca

A FC foi monitorada durante a realizacdo do ex&rcigendo registrada a cada 15
segundos, com uso de um monitor cardiaco PgRE 800 CX). Os dados armazenados
foram transferidos para computador com a utilizagho uma interface de conexao

infravermelha (Pol&h e do program&ro Trainer5.
4.7 Coletas sanguineas

As coletas de sangue foram realizadas seguindorasas de biosseguranca (Brasil,
1993) com utilizagdo de tubos a vacuo (4mL) cortehéparina como anticoagulante
(vacutainet). Aliquotas do sangue foram transferidas paralam@si para avaliacdo do
hematdcrito (%). O sangue restante (~ 4mL) foi deigiado a 3000 x g por 10 minutos
(THOMPSONet al, 2001; ASCENCACet al, 2008) para obtencdo do plasma e separacéo
dos eritrocitos. O plasma obtido foi mantido sdltigeracdo com posterior congelamento (-
20°C, até o dia das andlises) para as andlises desglibilirrubina, lactato, uréia e acido
arico. Para as analises de creatina quinase, @&siddrbico, capacidade antioxidante total,
grupamentos sulfidrila totais, hidroperéxidos eop@tacao lipidica, as aliquotas de plasma

foram congeladas em nitrogénio liquido com posterimazenamento a -8 até o dia das
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analises. Os eritrocitos foram utilizados para tftieacdo de catalase, congelados em

nitrogénio liquido e armazenados a°@@té o dia da andlise.
4.8 Andlises bioquimicas
4.8.1 Hematocrito

O hematocrito foi analisado em duplicata por mieradfugacdo, em todos os seis
tempos de coleta de sangue, e os valores obtida® fatilizados para correcéo dos resultados
das demais analises realizadas no plasma de acont@ equacéo [6], segundo Cholesta
al. (2008).

(100- Ht2)

A volume plasmatico = [6]
(100- HtY)

xvariavel

Onde,Ht2 corresponde ao valor apos o exercikiti; ao valor antes do exercicio; e a

variavelcorresponde ao resultado das analises bioquingedizadas no plasma.
4.8.2 Glicose

A glicose plasmatica foi determinada, em duplicasando um kit de teste comercial
(glicose enzimatica liquida, DOLES? n10231810084). Aliquotas de |40 de plasma, de
todos os seis tempos de coleta de sangue, armagec@u anticoagulante contendo fluoreto
[anticoagulante (DOLES,°rl10231810040) para evitar a glicolise], foram nristias a 2mL
do reagente de cor e incubadas por cinco minutosagrno-maria a 37°C. O branco consistiu
apenas de 2mL do reagente de cor. A leitura da®rlghscias foi realizada em

espectrofotdmetro com microplaca de 96 pocos dsipba a 510nm.
4.8.3 Bilirrubina total

A bilirrubina plasmatica total foi determinada, eluplicata, usando um kit de teste
comercial (Bilirrubina, DOLES, 1h10231810035). Aliquotas de [@0de plasma, de todos os

seis tempos de coleta de sangue, foram misturadiasayota de nitrito sédico, duas gotas do
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reagente sulfanilico (acido sulfanilico em HCI)ml2da solucdo aceleradora (benzoato de
cafeina tamponada), seguida de agitacdo mecaniczeeax e repouso por 3 minutos (20-
30°C), para posterior leitura em espectrofotdmetroledura das absorbancias foi feita a
530nm, em cubetas de plastico, sendo o equipamzerdolo com 0 branco que consistiu de

50uL de plasma misturadas a duas gotas do reagefaaitiab e 2mL de agua destilada.
4.8.4 Lactato

O lactato plasmatico foi determinado, em duplicatiavés de teste enzimatico
utilizando a lactato desidrogenase (kit KO84-2,cBig n° 10269360143). Aliquotas de il0
de plasma, de trés tempos de coleta de sangudAREGOA), foram misturadas a 1mL do
monorreagente e incubadas por cinco minutos emobanatnia a 37°C para posterior leitura
em espectrofotometro. A leitura das absorbanciatefim a 340nm, em cubetas de quartzo,
sendo o equipamento zerado com o0 branco que dansist1QL de agua e 1mL do

monorreagente.
4.8.5 Uréia

A uréia plasmatica foi determinada, em duplicatan aiso de kit comercial (uréia
500, DOLES, A 10231810007). Aliquotas de |20 de plasma, de todos os seis tempos de
coleta de sangue, foram misturadas a 2mL do reagenfcontendo salicilato de sddio,
nitroprussiado de sédio e EDTA dissddico), duasagiate urease e incubadas por cinco
minutos em banho-maria a 37°C. Em seguida, 2mLedgente 2 (hipoclorito de sodio e
hidréxido de sodio) foram adicionados e as amost@agadas novamente por 5 minutos em
banho-maria a 37°C. O branco consistiu de 2mL dgamrte 1, duas gotas de urease e 2mL do
reagente 2. A leitura das absorbancias foi readizawh espectrofotdmetro, a 600nm em

microplaca de 96 pocos de plastico.
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4.8.6 Acido urico

O &cido urico plasmatico foi determinado, em dugtéic através de teste enzimatico
colorimétrico (kit K052, Bioclin, 110269360066). Aliquotas dejA5de plasma, de todos 0s
seis tempos de coleta de sangue, foram misturatlead_alo reagente de trabalho (tampéo e
reagente enzimatico) e incubadas por cinco minetosbanho-maria a 37°C. O branco
consistiu de apenas de 1mL do reagente de traballetura das absorbéancias foi realizada

em espectrofotdbmetro, a 505nm em microplaca deo®6gpde plastico.
4.8.7 Creatina quinase (CK)

A CK plasmatica foi determinada, em duplicata, \a&isade sistema cinético com uso
do kit comercial CK-NAC (DOLES, 1110231810072). Aliquotas de 0 de plasma, de trés
tempos de coleta de sangue (PE, IA e 60A), forasturadas a 1,0mL do CK reagente. As
amostras entdo foram homogeneizadas por agitacé@nima em vortex, e transferidas para
cubeta de quartzo termostatizada a 37°C. A leitfol realizada a 340nm, em
espectrofotdbmetro a 37°C, nos tempos 0, 1, 2 e rdutos, para calculo da média das

diferengas por minuto.
4.8.8 Acido ascorbico

A concentracdo plasmatica de AA foi determinadat@os os seis tempos de coleta
de sangue, segundo Bobrowaizal. (2001), com modificacbes de acordo com Goketes.
(2000), por CLAE, em cromatdgrafo liquido Shimad£tid0, detector UV-VIS Shimadzu,
ajustado em 254 nm e coluna Hypersil de fase rav@gs(5u), 250 x 4,6 mm. O sistema de
eluicdo foi isocrético, ao fluxo de 1mL/minuto, cdiase mével composta por 0.2M de
KH,PO, em agua deinonizada e pH 2,4 ajustado ceyl As curvas de calibracdo foram

construidas com solugfes padrao de AA para CLAE@entracdes entre 10 e 50 pg/mL..
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Aliguotas de 150L de plasma foram misturadas a {tDOde solucdo aquosa de
ditiotreitol - DTT (154mg/100ml — Sigma — agentdutor). As amostras foram mantidas por
10 minutos a 20-3C, para garantir a reducdo total do ADA em AA (BABRICZ et al,
2001). Adicionou-se, em seguida, af0de solucdo aquosa de acido metafosforico (24,7% -
Merck). O material foi, entdo, centrifugado a 4%0@m velocidade de 10000 x g, por 10
minutos e aliquotas de 20 do sobrenadante foram injetadas, em triplicategromatégrafo.

Para a quantificacdo do AA plasmatico foram utdizs os dados de altura dos picos

cromatograficos dos padrdes e das amostras, fdosepelo software LiquiChrom LC10.
4.8.8.1 Cinética de absor¢cédo do AA

As curvas das analises curso-temporais de AA pliésmaos tratamentos AAM e
AAL serdo ajustadas com modelos matematicos de aelem [7], primeira ordem [8] e

segunda ordem [9], para definicdo da cinética dergho.

Co— C =kot [7]
-In (C/Cy) = kat (8]
(1/C) — (1/GQ) = kot [9]

Onde G € a concentracao inicial, C a concentracao finatempok, a constante de
reacao de zero orderk, a constante de reacdo de primeira orddgnaconstante de reacao
de segunda ordem.

As constantes de reacao foram estimadas por régréesar, sendo considerados o0s

coeficientes de correlacdo mais altos para a géfinila ordem de reacao.
4.8.9 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total foi determinada tetdos os seis tempos de coleta de
sangue, pela reducao de ferro do plasma (FR#Prie reducing ability of plasmjade acordo

com a metodologia de Benzie & Strain (1996), cogueeas modificacbes segundo Jimenez-
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Alvarez et al. (2008) e McAnulty et al. (2005). Neste ensaio, 0s agentes redutores
(antioxidantes) presentes no plasma atuam reduzisdons férricos (F&) a ions ferrosos
(Fe'?), os quais, por sua vez, formam um complexo ca#-tripiridil-s-triazina (TPTZ)
produzindo um cromaoforo.

A solucéo de trabalho do FRAP foi preparada naddianalise pela mistura de 25mL
de tampéo acetato (300mmoL — pH 3,6 — Merck), 2,58LTPTZ (10mmoL — Sigma,
dissolvido em 40mmoL de HCIl — Merck) e 2,5mL deeto férrico hexahidratado (20mmoL
— Merck). Apds o preparo, o reagente de FRAP faitida em banho a 8 até o momento
das analises. As analises foram procedidas comeesé&@QiL de amostra [padréao, plasma ou
agua destilada (branco)] e 300do reagente de FRAP adicionados em microplacQ6€de
pocos de plastico, incubados £@7or 8 minutos com absorbancia mensurada a 598mm e
espectrofotdmetro.

As amostras e os padrbes foram analisados, enicatgl e os valores de FRAP
expressos como equivalentes de AA por regresséarlim partir de uma curva padréao de AA

(270, 360, 450, 540, 630 e {2ZAol/L — Supelco).
4.8.10 Grupamentos sulfidrila totais

A quantificacdo da concentracdo plasmética dosagneptos sulfidrila totais (GS),
que fornece uma idéia do ataque oxidativo as mpraseplasmaticas, foi determinada por
espectrofotometria a 414nm de acordo com o métamfmopto por Hu (1990) que se baseia ha
reducédo do 5,5 ditiobis (2-4cido nitrobenzdico) NBI- Sigma).

Aliquotas de 50L do plasma, de quatro tempos de coleta de sariRfuelf, 20A e
60A), foram misturadas a 1mL de tampao Tris-EDTANL - Merck), sendo feita uma
primeira leitura a 412nm (leitura Al). Apés estiwle, foram adicionados 20 de DTNB
10mM, diluido em metanol (TEDIA). Esperou-se 15 umirs a temperatura entre 20°G0e
fez-se nova leitura (leitura A2). O branco contisieaente DTNB e tampao tris-EDTA. Os
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grupamentos sulfidrila totais foram expressos emlfimy de proteinas do plasma, usando-se

o coeficiente de absor¢cao molar = 13,600 mmol/caurE & Lafond, 1995).
4.8.11 Hidroperoxidos

A concentracdo plasmatica de hidroperéxidos foemenada, em todos os seis
tempos de coleta de sangue, pelo método do aldmadmxilenol versdo 2 (FOX2ferrous
oxidation in xylenol orangede acordo com a metodologia de Sddergreal, (1998). Este
método se baseia na oxidacdo d& ReFé® por agentes oxidantes presentes na amostra, o
qual forma um complexo com o reagente alaranjadaleleol produzindo um cromoforo.

A solucéo de trabalho do FOX2 foi preparada posddig;do de 38 g de alaranjado de
xilenol (Sigma) e 440mg de butil-hidroxitolueno (BH Merck) em 450mL de metanol (grau
CLAE - TEDIA), 49 mg de sulfato ferroso amoniac8lgma) dissolvido em 50mL de acido
sulfurico (250mmol — Merck) e adicionado a soludg@ametanol anteriormente preparada. As
amostras, os padrdoes, e o branco, foram analisadostriplicata, e os valores de
hidroperéxidos expressos como equivalentes de jkrde hidrogénio (D, - Merck) por
regressao linear a partir de curva padrédo (5, @03@, 40 e 50mol/L). O branco da reagéo
consistiu da substituicdo do plasma por 4gua ddstil

Aliquotas de 10L de uma solucdo de trifenilfosfina (TPP — SigmdGmmol em
metanol) e de metanol (grau CLAE) foram adicionadaSQ.L de plasma. O TPP foi
adicionado visando a reducdo dos hidroperoxidosarAgstras foram, entdo, incubadas, por
30 minutos (20-3C). Na sequéncia, 900 do reagente FOX2 foram adicionados a cada
amostra e as mesmas novamente incubadas por 3@om@em seguida, centrifugadas a
2500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi medsue 560nm em espectrofotdmetro,
utilizando microplaca de 96 pocgos de plastico. Atipalas leituras das absorbancias os
resultados foram calculados diante da diferencavdloses encontrados entre as amostras que
nao foram adicionadas de TPP e as que receberaagente.
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4.8.12 Peroxidacao lipidica

A peroxidacdao lipidica plasmatica foi determinattaeés da deteccdo dos derivados
dos produtos de oxidacdo, ou seja, substanciawagao acido tiobarbitarico (TBARS),
destacando-se o MDA, de acordo com o método deswit Puhlet al, (1994). A técnica se
baseia na reacdo de uma molécula de MDA com dudécut@s de acido tiobarbitdrico
(TBA), resultando na eliminacdo de duas molécuasglia e a formacdo de um pigmento
rosa.

Aliguotas de 100L de plasma, de quatro tempos de coleta de saRjtielA 20A e
60A), foram misturadas com 100 de tampéo fosfato (pH 7.4 — Merck) e a00de TBA
[(Sigma) 1% em &cido acético (TEDIA)], apds agitagAecanica em vortex, as amostras
foram mantidas em banho de gelo (~ 4°C) por 60 &)@ em seguida, por 30 minutos em
banho maria a 98°C. ApGs isto, foi realizado rasignto em agua com gelo, e em seguida
adicionado 500L de butanol. ApGs agitacdo mecanica em vortexam®stras foram
centrifugadas a 20.000 x g por 10 minutos. A alfwia do sobrenadante foi determinada
em 532nm, em microplaca de 96 pocos de plasticdordhco da reagdo consistiu da
substituicdo da amostra (plasma) por agua deioaizacconcentragdo de TBARSNjol/L)
foi determinada, em triplicata, através de regeeds@ar com diferentes concentracdes

(20,15,10,5,1 e 0,5) de 1,1,3,3 — tetraetoxipropaleP (Sigma).
4.8.13 Catalase

A atividade da CAT foi determinada, espectrofotainaimente, em triplicata, através
da decomposi¢cdo do,8, em eritrocitos, segundo Aebi (1984). Os eritrocfaram lavados
com solucdo alcalina e armazenados a partir daraide 20(L de células, 20L de inibidor
de protease (Roche) e {80de &gua deionizada, com agitacdo manual por utos e

posterior congelamento a “Daté o momento das analises.
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O desaparecimento do,®, foi monitorado a 240nm, por um minuto, a 25°C, em
cubetas de quartzo. As reacdes foram realizadasesanca de um tampao Tris-HCI [@Q0
(100mM — Merck)], pH 8 e 8mM de B, (80uL), e iniciadas a partir da adicédo deukQle
aliquotas (eritrécitos diluidos 10 vezes) de qusgropos de coleta de sangue (PE, 1A 20A,
60A). O branco foi realizado na auséncia de amostmpletando-se o volume com agua
destilada. Solucbes com diferentes concentrac@e2( 5, 0,5, 0,05mmol) de aminotriazol,
um inibidor da atividade da CAT, foi adicionado,cada amostra, para garantir que a
decomposicao do i@, estivesse ocorrendo pela catalase.

Para calculo das concentracbes de CAT nas amositiigpu-se um fator de
conversao onde uma unidade de atividade da CAesmonde a decomposi¢do dambl
H.O,/ minuto, sendo os resultados expressos em unidied€AT por grama de hemoglobina
(proteinas totais), e a concentracdo de protedias tanalisada de acordo com Lovetyal.

(1951), usando albumina bovina como padrao.
4.9 Aspectos de bioética

A presente pesquisa foi realizada em sua totalidade respeito as normas contidas
na resolucdo n° 196/96 (Conselho Nacional de Sawpe regulamenta as praticas de
pesquisas envolvendo seres humanos. Esta pesquisprévada pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Estudos em Saude Colél8#8C) da UFRJ, com o parecer

n°132/2006 e processo n° 70/2006.
4.10 Andlises estatisticas

Os resultados estdo expressos por média + desdid@dM + DP). As diferencas
entre as analises bioquimicas do plasma e os wlifgsréempos de coleta do sangue (PE, IA,
10A, 20A, 40A e 60A) para cada tratamento (P, AAIA&RM), foram determinadas por

ANOVA one-wayxom testepost hocde Tukey,ao nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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Para as comparacdes entre os tratamentos foiadalemalise de varianceNOVA two-way

compost hoadeTukey ao nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencdo e caracterizacdo do isolado protéicoedervilha (IPE) — matriz

encapsulante

Os graos de ervilha foram obtidos em comércio Igoalrca Granfino, grupo Il — tipo
[l — lote 074), e processados para obtencdo do H@Eam obtidos rendimentos de 23,91 +

1,529 de isolado para cada 100g de farinha dehardiélipidada (Tabela 1).

Tabela 1 — Percentual de rendimento e teor de prdteas e umidade do isolado protéico
de ervilha — IPE (MD = DP).

Variaveis Valores

Rendimento (%) 23,91 +£1,52
Concentracéo de proteina (mg/mL) 16,11 £ 0,71
Concentracéo de proteina (%) 52,96 £ 2,25
Umidade (%) 45,23 + 0,91

! Lowry et al. (1951)
2 Instituto Adolfo Lutz (1985)

5.2 Producéo e caracterizacdo das microparticulasedacido ascorbico

As solucdes alimentadoras dpray dryerforam preparadas com concentragdo de
sélidos totais em 13%. Portanto, a quantidade de Uilizada esteve de acordo com a
respectiva concentracdo de proteinas, visando abpeoporcdo AA:PTN (1:1). A Tabela 2

mostra os resultados referentes aos parametrdsteiecdo das microparticulas.

A analise da distribuicdo de tamanho das micropde$s de AA demonstrou que
houve predominancia de tamanhos na escala micricméapesar de ter sido observado, em
cerca de 10% das particulas, tamanhos na ordembdmisrons. Os valores encontrados de
distribuicdo foram: B 0,61+0,08um, By 13,07£2,77um e § 27,85+4,95um, os quais
representam volumes cumulativos de 10%, 50% e 9QG#% plarticulas analisadas,

respectivamente. As imagens digitalizadas obtidasamalises em MEV (Figura 6 — A e B)

36



demonstraram que as microparticulas sdo homogépeasentando alto grau de esfericidade,

sendo a superficie intensamente invaginada.

Tabela 2 — Parametros de obtencdo e caracterizacatas microparticulas de acido
ascorbico (MD = DP).

Variaveis Valores

Rendimento do processo (%) 49,80 + 4,20
Concentracéo de proteina (mg/mLj 10,51 +£0,32
Concentracéo de proteina (%) 41,37 + 4,36
Umidade (%) 10,97 + 0,29
Retenc&o de Acido ascorbico das particulas (96) 85,09 + 3,44

'Rendimento (%) =MM x 100/ MN + MMP, ondeMM é a massa coletada de microparticulas ao final do
processoMN a massa do material ativoMMP a massa do material de parede;

“Lowry et al. (1951)
3Instituto Adolfo Lutz (1985)
“Retencao de acido ascorbico (%)TAMTAsa)x 100, ondeTAmcorresponde ao teor de AA em base seca das

microparticulas &Asa ao teor de AA em base seca da solugdo alimermtador

Figura 6 — Microscopias eletrdnicas de varredura damicroparticulas obtidas porspray
dryer (A e B).

5.3 Caracterizagdo quanto a capacidade antioxidanto veiculo para administracdo das
microparticulas

A analise de FRAP mostrou que a bebida elaboragteasomicroparticulas de AA néo
apresentou diferenca significativa quando compacadaa bebida elaborada com o AA livre
(121,29 + 0,83 e 118,93 + 0,72 pumol/uL, respectimai®). No entanto, ambas apresentaram
diferenca significativa quando comparadas com &bgiacebo (2,51 + 0,03 umol/pL), que

nao apresentava AA na sua composicao.

37



5.4 Avaliacdo antropométrica e funcional dos sujails da pesquisa

A Tabela 3 mostra os resultados referentes as tedsdicas antropomeétricas e
funcionais dos sujeitos da pesquisa. Os gruposapéesentaram diferenca significativa para

nenhuma das variaveis avaliadas, o que demonktrmmageneidade dos sujeitos da pesquisa.

Tabela 3 — Caracteristicas antropométricas e funcrais dos sujeitos da pesquisa, de
acordo com 0s grupos experimentais: placebo (P), ido ascoérbico livre (AAL) e
microparticulas de acido ascorbico (AAM) (MD = DP).

Variaveis Grupos da pesquisa

P (n=5) AAL (n=5) AAM (n=10)
Idade (anos) 18,20 + 0,45 18,60 + 0,89 18,50 £ 0,71
Peso (kg) 7354 +4,71 71,50 + 6,27 71,50 + 5,48
Estatura (m) 1,82 + 0,06 1,82 + 0,07 1,79 £ 0,07
% de gordura corporal® 7,73+0,71 8,68 £ 0,43 8,20 £ 0,70
VO2max (ML/kg/minuto) 2 55,51 +2,70 55,35+ 1,06 55,14 +1,31
FCrax (bpm)® 195+ 1 194 + 3 195+ 2

! Pollock & Jackson (1978)
2 Y0-yo tes{LEGER & LAMBERT, 1982)
3 FGrax = 208 — (0,7 x idade), segundo Tanakal. (2001)

5.5 Avaliagédo do consumo alimentar

As Tabelas 4, 5 e 6 mostram o0s resultados referembs inquéritos dietéticos
aplicados: R24 e QFCA qualitativo. O QFCA foi asatlo a partir do agrupamento das
frequéncias de consumo em categorias de acordoPaorpa (2007) da seguinte forma: 1)
nula, para a op¢ao nunca; 2) baixa, para as ofdgB8egezes/més ou 1 vez/semana; 3) média,

para a opcao 3-4 vezes/semana; e 4) alta, pargéa dpriamente.

O consumo energético e de macronutrientes entresugstos dos trés grupos
experimentais ndo apresentou diferenca signifigatid acordo com as recomendac¢des da
ADA (2009), a ingestdo de carboidratos encontrada grupos experimentais ficou
ligeiramente abaixo (Tabela 4) dos valores minindicados para consumo (6 -10g/kg de

peso). J& a ingestdo de proteinas apresentou yddweEmente superiores as recomendacgdes
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(1,2 a 1,7g/kg de peso). O consumo de lipidios semteu valores dentro da faixa de
normalidade preconizada pela ADA (2009) (20 — 35%dlor energético total - VET). No
entanto, a avaliacdo dos componentes da fracadichpisegundo o guia alimentar para a
populacao brasileira (2005) mostrou consumo suparmiecomendacdo em 9,27 + 1,88% para
o colesterol (recomendacédo — 300mg), sendo enclantra&onsumo de acido graxo saturado
no limite superior de ingestéo (< 10% VET). A ingespreconizada de acidos graxos mono e
poliinsaturado € de 20 e 10% do VET, respectivameintretanto, o consumo observado

para estes acidos graxos foi inferior a recomerapaéa todos 0s grupos experimentais.

Tabela 4 — Ingestdo de energia e macronutrientesegundo recordatorio de 24 horasge
acordo com 0s grupos experimentais: placebo (P), ido ascoérbico livre (AAL) e
microparticulas de acido ascorbico (AAM) (MD = DP).

Macronutriente Grupos da pesquisa

P (n=5) AAL (n=5) AAM (n=10)

Energia (kcal/kg de peso) 41,39+11,21 44981260 4526+ 11,36
Carboidrato

g/ kg de peso 5,30+£1,90 5,97 £ 1,97 5,81 +1,69

% do VET 51,21 £+18,36 53,06+17,51 51,37 +14,93
Proteina

g/ kg de peso 1,78 £ 0,53 1,88 +0,44 1,95+0,91

% do VET 17,22 5,16 16,72+ 3,91 17,25 = 8,07
Lipidio

g/ kg de peso 1,54 +£0,18 1,63 0,29 1,57 £0,25

% do VET 33,46 £3,84 32,63+588 31,19+4,89
Colesterol (mg) 333,57 £91,73 322,32 +92,15327,52 + 87,14
Acidos graxos saturados (% VET) 9,99+ 2,20 9,26 + 1,96 9,97 + 2,38
Acidos graxos monoinsaturados (% VET) 10,49 + 3,17 9,87 £1,57 9,95 %247
Acidos graxos poliinsaturados (% VET) 6,03 + 2,63 4,94 + 2,07 7,44 + 3,35

L VET — Valor Energético Total

A ingestdo de micronutrientes foi inferior as reemlacdes da DRI (2004) para os
nutrientes Ca, Mg, e K, cuja recomendacédo € deri0@10mg e 4,79, respectivamente. A
ingestdo das vitaminas antioxidantes C e E tamb@mesantou inadequacdo, cujas
recomendacbes sdo de 90 e 15mg/dia, respectivanani@cordo com Maughan (1999), os
micronutrientes analisados nesta pesquisa sdodewadds 0s mais mobilizados durante a

pratica de atividade fisica e, portanto, os masseptiveis a variacdes de estado nutricional.
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Tabela 5 — Ingestdo de micronutrientes, segundo reaatorio de 24 horas,de acordo
com 0s grupos experimentais: placebo (P), acido @sbico livre (AAL) e microparticulas
de acido ascorbico (AAM) (MD + DP).

Grupos da pesquisa

Micronutriente

P (n=5) AAL (n=5) AAM (n=10)

Calcio (mg) 764,01 £ 339,17 724,49 + 324,34 665,39 + 269,08
Magnésio (mg) 326,41 +£139,28 322,98 +£ 145,23 403,27 + 199,28
Ferro (mgQ) 15,66 =+ 4,7 16,42 + 4,9 17,89 + 5,92
Saodio (g) 2,21 +0,86 2,29+0,84 2,57 £0,52
Potéassio (g) 2,86 £1,09 2,71 +£0,75 3,01+£1,17
Vitamina C (mg) 69,55 + 14,67 70,35 +10,42 71,66 + 13,43
Vitamina E (mg) 7,63 +5,27 6,71 +2,84 9,77 +4,34

A analise do QFCA foi realizada com agrupamentdodes os sujeitos da pesquisa
por tratar-se de uma andlise qualitativa. Os rado#t indicaram que, dentre os alimentos
fontes de carboidratos, o arroz e o pao de triganfoos mais habitualmente consumidos
(ambos com 100% de sujeitos na categoria de conslenalta frequéncia), seguidos do
macarrdo (60% em consumo de média frequéncia).eganinosas foram consumidas,
diariamente, por todos os jogadores. NO grupo da®es, 0S maiores percentuais ocorreram
para a carne bovina e o frango (ambos com 60%jatemoria média (3-4 vezes/semana) de
frequéncia de consumo. Entre os laticinios, o Igi®0) foi 0 que mostrou o mais elevado
percentual, na categoria alta frequéncia de consubemtre as hortalicas e frutas, as
percentagens mais elevadas encontravam-se nasriasegula e baixa. Na categoria de alta
frequéncia de consumo para as hortalicas forardastapenas tomate (50%), alface (40%),
cebola (30%) e beterraba (10%). No caso das fratasente a banana (20%) foi citada na
categoria de alta frequéncia de consumo. Os aloseitos em gordura animal e vegetal mais

consumidos foram manteiga (50%), margarina (50%¢e vegetal (100%).
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Tabela 6 — Distribuicdo dos sujeitos da pesquisa quanto as eagorias

questionario de frequéncia de consumo de alimenteQFCA.

de frequéncia de consumo de alimentos, deoado com o

Categorias (n)

Categorias (n)

Alimentos Nuld_ Bax@ _ Medid Al Alimentos Nuld  Baxd _ Medid Al
Arroz 0 0 0 10 Agucar 0 0 0 10
Macarréao 1 2 6 1 Biscoito com recheio 1 1 5 i
Pao de trigo 0 0 0 10 Chocolate 2 3 4 1
P&o doce 2 8 0 0 Doces (sorvete, bolo) C 6 4
Bolacha salgada 1 7 2 0 Refrigerante 0 2 4
Bolacha doce 2 5 2 1 Bebida alcodlica 8 2 0 0
Cereal matinal 3 7 0 0 Café 5 2 0 3
Milho 1 7 2 0 Cha preto/verde 9 1 0 0
Batata (cozida) 1 3 5 1 Suco artificial 0 2 2 6
Feijao, lentilha 0 0 0 10 Suco de fruta 1 4 4 ]
Salgadinhos 0 5 4 1 Alface 2 1 3 4
Batata frita 0 6 3 1 Folhosos verde-escuros <l 5 1 0
Hamburguer 0 8 1 1 Tomate 1 2 2 5
Cachorro-quente 0 8 2 0 Cenoura 4 4 2 0
Pizza 0 7 3 0 Beterraba 3 0 6 1
Carne bovina 0 1 6 3 Cebola 5 1 1 3
Frango 0 4 6 0 Chuchu 6 1 3 0
Ovo 1 8 1 0 Abdbora 4 4 2 0
Peixe e frutos do mar 1 8 1 0 Couve-flor 7 2 1 0
Salsicha 4 4 2 0 Repolho 6 2 2 0
Embutidos 1 5 4 0 Tangerina 2 6 2 0
Leite 0 2 1 7 Banana 0 4 4 2
Queijo 0 6 2 2 Mamao 5 3 2 0
logurte 4 4 2 0 Maca 2 4 4 0
Requeijao 3 3 2 2 Laranja 3 5 2 0
Manteiga 4 0 1 5 Goiaba 6 2 2 0
Margarina 4 1 0 5 Uva 3 5 2 0
Maionese 2 6 0 2 Péra 3 5 2 0
Oleo de soja 0 0 0 10 Manga 4 3 3 0
Oleaginosas 5 4 1 0 Morango 4 4 2 0
%0pgao “Nunca” "Opcdes: “1-3vezes/més” efou “1 vez/semana” °“Opcao “3-4 vezes/semana” ‘Opcao “Diariamente”



Outros alimentos ricos em gordura, como salgadinbatata-frita efast foodsde
forma geral, apresentaram maiores percentuais dgup nas categorias baixa e média.
Quanto ao consumo do acgucar, 100% dos jogadoisnain consumo diario, ao passo que
doces e refrigerantes foram distribuidos nas categobaixa/ média e média/ alta,
respectivamente. Destaca-se o consumo de bisamtorecheio, que apresentou 0s maiores

percentuais de consumo nas categorias média Galea30%, respectivamente).

5.6 Protocolo de exercicio — LIST

Na tabela 7, estédo descritos os resultados regsr@stvariaveis investigadas durante a
pratica do protocolo de exercicio. Os grupos ndesgmtaram diferenca significativa para
nenhuma das variaveis avaliadas. A média da freju@ardiaca foi de 159 £ 8, 160 £ 9 e
161 + 8 bpm para o grupo P, AAL e AAM, respectivatee o que correspondeu a 86,56 *

5,66, 86,97 + 6,36 e 84,04 £ 3,54%, respectivamelatéG,.x determinada teoricamente.

Tabela 7 — Parametros monitorados durante a praticalo protocolo de exercicio LIST
relativos aos sujeitos da pesquisa, de acordo cora grupos experimentais: placebo (P),
acido ascorbico livre (AAL) e microparticulas de ao ascorbico (AAM) (MD + DP).

Grupos de pesquisa

Variaveis
P (n=5) AAL (n=5) AAM (n=10)
Peso antes do exercicio (kg) 74,10 £5,07 72,88+6,1:4 72,02+5,53
Peso apos o exercicio (kg) 72,78 +454 71,78+552 71,00 5,44

Ingestéo hidrica total durante o

. 0,88 £0,32 0,70 £ 0,30 0,80+£0,21
exercicio (L)

Percentual de perda de peso 2,92+1,10 2,42 £ 1,40 2,53+0,83
Distancia total percorrida (km) 9,94 + 0,61 9,52 + 0,27 9,68 + 1,10
FCmax N0 exercicio (bpm) 184 + 4 183 +6 186 £ 5
Percentual da FGna’ 9435+157 94,31+163 9537+1,59

! Percentual (%) de perda de peso Ra[¢ Pap + IH/ Pa] x 100, ondePa corresponde ao peso antes do
exercicio;Papao peso apés o término do exercicithil @ ingestéo hidrica durante o exercicio.
2 FGpax = 208 — (0,7 x idade), segundo Tanakal. (2001)

5.7 Coletas sanguineas e analises bioquimicas
As figuras 7 a 18 apresentam os resultados dasesmélioquimicas comparadas entre

os tratamentos realizados P, AAL e AAM. Nas tab8lasl0, sdo demonstrados os resultados
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de cada tratamento envolvendo a comparacdo dosesafasmaticos de cada analise
bioquimica entre os tempos de coleta de sangudARPEQA, 20A, 40A e 60A).

O protocolo de exercicio ndo induziu alteracoesniogtivas (p < 0,05) na
concentracdo plasmatica de glicose entre os trgsgrexperimentais nos tempos de coletas
de sangue avaliados (Figura 7). Entretanto os ewlode glicose aumentaram
significativamente (p < 0,05) no tempo IA em conagdo com o PE, para todos os
tratamentos, mantendo-se constante e similar dosegabasais a partir do tempo 10A, até o

tempo 60A em todos 0s grupos experimentais (TalBela$0).

OAAL
| OAAM

Glicose plasmatica (mmol/L)
O B N W ~ 01 O N ©©
|

PE IA 10A 20A 40A 60A

Coletas de sangue

Figura 7 — Concentracdo plasmatica de glicoste acordo com 0s grupos experimentais:
placebo (P), acido ascérbico livre (AAL) e micropaiculas de acido ascorbico (AAM),
em todos os tempos de coletas de sangue (MD = DP).

A variacdo da concentracdo plasmatica de biliraitiotal também ndo apresentou
diferenca significativa (p < 0,05) entre os grugaperimentais (Figura 8). O valor médio
referente ao PE foi de 1,04 = 0,21, 1,08 = 0,09, & 0,07 mg/dL para 0s grupos
experimentais, P, AAL e AAM, respectivamente. Estatores estdo dentro da faixa de

normalidade para adultos (até 1,2 mg/dL).
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Tabela 8— Tabela das concentracdes dos componentes plasmati@valiados ao longo das coletas de sangue pararopg de tratamento
placebo - P

L P
Variaveis PE IA 10A 20A 40A 60A
Glicose (mmol/L) 4,40+0,26 5,54+0,47 4,64+0,44 4,32+0,34 4,25+ 018 4,33+ 0,36
Bilirrubina total (mg/dL) 1,04 +0,21 1,27 0,11 1,42+0%11 1,38+0,08 1,28 + 0,06 1,25 + 0,08
Lactato (mmol/L) 1,59 + 0,23 513 +1,02 * * * 2,04 £ 0,36
Uréia (mg/dL) 38,36 + 3,57 42,07 + 1,45 40,75 + 2,10 43,31+2,56 37,32 +2,58 42,69 + 3,08
Acido urico (mg/dL) 4,89 +0,31 5,83+ 0,64 5,82+0,72 5,42 +0,62 5,31+0,50 5,41+0,59
Creatina quinase (U.l./L) 350,35 +26,06 454,45+ 3540 * * * 548,39 + 31,78
Acido ascorbico (mmol/L) 117,47 £15,97  129,05+21,20  131,03+25,90 126,18,71 124,08 + 15,40 119,20 + 21,88
Capacidade antioxidante total (umol/ eq. AA)640,12 +30,94  722,30+52,34  667,98+64,39 68890,41 681,69 + 31,96 645,68 + 44,70
Grupamentos sulfidrila totais (umol/g ptn) 7,30+0,14 7,13+0,14 * 6,82 + 0,24 * 6,86 + 0,19
Hidroperdxidos (pmol/L) 5,41+0,68 7,91+0,71 8,28 +0,72 8,40 + 0,97 8,28 + 0,98 8,13+0,74
Peroxidacao lipidica (umol/L) 6,84 + 0,38 8,75+ 0,35 * 8,99 +0,5% * 9,51 + 0,62
Catalase (umol/mg ptn) 0,13 +0,03 0,14 +0,02 * 0,15 +0,02 * 0,170,83

2 diferenca significativa em relagéo aos valore(PE 0,05);" diferenca significativa em relacéo aos valoregdA 0,05):° diferenca significativa em relagéo aos valores
10A (p < 0,05)¢ diferenca significativa em relacdo aos valores;Zaierenca significativa em relacéo aos valores 494 0,05).
* Dado néo coletado
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Tabela 9— Tabela das concentracdes dos componentes plasmati@valiados ao longo das coletas de sangue pararopg de tratamento
acido ascorbico livre — AAL

Variaveis AAL

PE 1A 10A 20A 40A 60A
Glicose (mmol/L) 4,85+0,33 6,04+0,65  553+0,48 487+089  4,64+0,36° 4,73 £0,48°
Bilirrubina total (mg/dL) 1,08 + 0,09 1,25+ 0,07 1,53+00 1,42+0,13 1,30 + 0,08° 1,14 £0,14°
Lactato (mmol/L) 1,84 +0,53 5,39 + 0,95 * * * 1,95 + 0,60
Uréia (mg/dL) 38,42 + 3,10 43,41 +7,15 39,62 + 5,50 43,44 +5,65 38,20 6,43 41,72 + 6,72
Acido Grico (mg/dL) 4,70+ 0,29 6,03+057  555+0,43 5,29 + 0,34 4,97 +0,31 4,82 +0,58
Creatina quinase (U.l./L) 348,18 £ 17,22 442,40 + 40,33 * * * 474,05 + 45,08
Acido ascorbico (mmol/L) 115,68 +16,71 128,44 +17,48 137,29+3,62 14%3@,2G 154,07 +18,1% 155,18 + 15,60
Capacidade antioxidante total (umol/ eq. AA)630,62 + 35,83 687,56 +87,45 715,26 +52,88 74%68,01 761,92+61,40 766,53 +64,4%
Grupamentos sulfidrila totais (umol/g ptn) 7,47 +0,26 7,10+ 0,37 * 6,85+ 035 * 7,16 +0,37
Hidroperdxidos (pmol/L) 5,51+0,77 769+0,83  7,27+0,61 6,93 + 0,63 6,77 + 0,85 6,59 + 0,59
Peroxidacao lipidica (umol/L) 7,18 + 0,54 8,51 +0,38 * 9,02+0,8 * 9,37 £ 0,54
Catalase (Lmol/mg ptn) 0,12 +0,03 0,13+0,03 * 0,14 + 0,03 * 0,15 + 0,02

2 diferenca significativa em relagéo aos valore(PE 0,05);" diferenca significativa em relacéo aos valoregdA 0,05):° diferenca significativa em relagéo aos valores
10A (p < 0,05)¢ diferenca significativa em relacdo aos valores.20A
* Dado néo coletado
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Tabela 10— Tabela das concentrac6es dos componentes plasmasiavaliados ao longo das coletas de sangue paragp® de tratamento
acido ascorbico microencapsulado — AAM

Variaveis AAM

PE 1A 10A 20A 40A 60A
Glicose (mmol/L) 4,57 +0,28 570+0,24 4,96+ 0,48 4,67+0,18 4,25 +0,2% 4,18 + 0,38
Bilirrubina total (mg/dL) 1,15 + 0,07 1,31+0,12 1,52 £0,£22  1,31+0,20 1,18+0,18 1,12+0,1%
Lactato (mmol/L) 1,92 +0,54 7,44 + 1,12 * * * 2,22 0,43
Uréia (mg/dL) 39,55+ 5,51 45,16 + 6,32 42,63 2,75 44,80+ 6,22 46,71+5,84 49,62 + 5,51
Acido urico (mg/dL) 4,71+ 0,49 565+0,72  6,12+0,69 5,87 + 0,67 5,23+0,61 4,91 +0,67°
Creatina quinase (U.l./L) 324,03 + 40,30 401,95 + 437 * * * 437,52 + 32,94
Acido ascorbico (mmol/L) 112,33 +8,17 116,45+9,55  117,95+8,03  120,9930 128,32 +8,08 133,77 + 13,43
Capacidade antioxidante total (umol/ eq. AA) 670,47 + 42,55 725,17 £+ 75,64 740,36 £69,34 77846,38 800,44 £ 28,242 84554 + 56,66%°
Grupamentos sulfidrila totais (umol/g ptn) 7,91+0,50 7,39+ 0,44 * 6,90 + 0,69 * 7,19+0,68
Hidroperdxidos (pmol/L) 5,17 + 0,45 746+031  7,17+0,32 6,74 +0,33 6,69 + 0,47 6,46 + 0,38
Peroxidacao lipidica (umol/L) 6,79 + 0,37 8,15 + 0,47 * 8,45 + 0,47 * 9,04 +0,39
Catalase (Lmol/mg ptn) 0,12 + 0,02 0,13+ 0,03 * 0,13+0,03 * 0,14 0,02

2 diferenca significativa em relagéo aos valore(PE 0,05);" diferenca significativa em relacéo aos valoregdA 0,05):° diferenca significativa em relagéo aos valores
10A (p < 0,05)¢ diferenca significativa em relacdo aos valores.20A
* Dado néo coletado
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Comparando-se o0s valores entre o0os tempos de colataficou-se que,
independentemente do tratamento, as concentra¢@@mgiicas de bilirrubina aumentaram
significativamente (p < 0,05) no tempo IA em retagd tempo PE, voltando praticamente

aos valores basais no tempo 60A (Tabelas 8 — 10).
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Figura 8 — Concentracdo plasmatica de bilirrubina ¢tal de acordo com 0s grupos
experimentais: placebo (P), acido ascorbico livreAAL) e microparticulas de &cido
ascoérbico (AAM), em todos os tempos de coletas dengue (MD + DP).

Os niveis plasmaticos de lactato aumentaram stgtifiamente (p < 0,05) no tempo
IA no grupo AAM quando comparado com 0s outros dpigpos, P e AAL (Figura 9).
Quando foi realizada a comparacéo de cada gruperiexgntal entre os tempos de coleta, os
valores de lactato apresentaram aumento signifcafp < 0,05) no tempo IA quando
comparado com o PE, retornando praticamente aogegabasais no tempo 60A em todos os

grupos experimentais (Tabelas 8 — 10).
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Figura 9 — Concentracao plasmatica de lactatde acordo com 0s grupos experimentais:
placebo (P), acido ascérbico livre (AAL) e micropaiculas de acido ascoérbico (AAM),

em todos os tempos de coletas de sangue (MD + D). Diferenca significativa em

relacdo aos valores do grupo P (p < 0,05m Diferenca significativa em relacdo aos
valores do grupo AAL (p < 0,05).

Os niveis plasmaticos de uréia e 4cido Urico n@iesaptaram diferenca significativa
(p < 0,05) entre 0os grupos experimentais nos tentlgosoletas de sangue avaliados. As
concentracdes PE da uréia foram de 38,36 + 3,542383,10 e 39,85 + 5,51 mg/dL para os
grupos experimentais P, AAL e AAM, respectivamenjge sdo valores correspondentes a
faixa de normalidade para adultos (até 15 — 40 Imdfeigura 10). As concentracdes PE do
acido urico foram de 4,89 + 0,31, 4,70 + 0,29 el4# 0,49 mg/dL para 0S grupos
experimentais P, AAL e AAM, respectivamente, que gdlores correspondentes a faixa de
normalidade para adultos (até 2,5 — 7,0 mg/dL) uEigll). Quando foi realizada a
comparacao de cada grupo experimental entre otedgcoleta, os valores plasméticos de
uréia apresentaram alteracéo significativa (p §)dapenas no grupo P, nos tempos de coleta
40 e 60A (Tabelas 8 — 10). No que se refere aosresmlde acido Urico, 0s mesmos

apresentaram elevacdo significativa (p < 0,05) apdsxercicio em todos 0s grupos
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experimentais, porém, a partir do tempo 40A, ospgsuexperimentais AAL e AAM

apresentaram reducdo significativa (p < 0,05), antpuque o grupo P apresentou tendéncia a

manter os valores elevados.
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Figura 10 — Concentragdo plasmatica de uréide acordo com 0s grupos experimentais:
placebo (P), acido ascérbico livre (AAL) e micropaiculas de acido ascorbico (AAM),
em todos os tempos de coletas de sangue (MD = DP).

A concentracdo plasmatica da CK apresentou uma medavacédo (p < 0,05) nos
tempos IA e 60A, para o grupo AAM quando comparadm o grupo P (Figura 12).
Comparando-se entre os tempos de coleta, para tcatanento, verificou-se que, as
concentracdes plasméticas de CK apresentaram amsignificativo (p < 0,05) nos tempos
IA e 60A para todos 0s grupos experimentais, quaodgparados com o tempo PE (Tabelas
8 — 10) néo retornando aos valores basais no te6fo em nenhum dos grupos

experimentais.
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Figura 11 — Concentracdo plasmatica de acido Uricale acordo com 0S grupos
experimentais: placebo (P), &cido ascoérbico livreAAL) e microparticulas de &cido
ascorbico (AAM), em todos os tempos de coletas demgue (MD = DP).
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Figura 12 — Concentracdo plasméatica de creatina goase de acordo com 0s grupos
experimentais: placebo (P), acido ascorbico livreAAL) e microparticulas de éacido
ascoérbico (AAM), em todos os tempos de coletas dengue (MD = DP). A Diferenca
significativa em relacdo aos valores do grupo P §0,05)
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Os valores plasmaticos do AA no tempo PE nao faldenentes entre os trés grupos
experimentais (Figura 13). No entanto, no tempo,6@Avalores referentes ao grupo AAL
apresentaram um aumento significativo (p < 0,05n aelacdo ao grupo P, ndo sendo
diferente, entretanto, do grupo AAM. Apesar de hdeer diferenca significativa entre os trés
grupos experimentais, percebe-se que os valorssgtacos de AA dos grupos AAL e AAM
tiveram tendéncia a aumentarem ao longo das calietasangue, sendo este aumento mais
pronunciado no grupo AAL, e que os valores do grBpapresentaram uma tendéncia a
diminuicdo ao longo das coletas de sangue. Quandaedlizada a comparacao de cada grupo
experimental entre os tempos de coleta, os valplesnaticos do grupo P néo sofreram
alteracao significativa, enquanto houve aumentaifsigtivo (p < 0,05) nas concentracoes
plasmaticas de AA nos tempos 20A, 40A e 60A, n@grAAL, e 40A e 60A no grupo

AAM, gquando comparados com o tempo PE (Tabelagd @ -

200 -
180 +
160 + _IT_
140 + —_ -}
120 + apP
100 + OAAL
80 A OAAM
60 -
40 ~
20 ~

—— >

——
——
HH
——
——
=
HH
=1
-
=
HH
——
J—

Acido ascorbico plasmatico
(mmol/L)

PE IA 10A 20A 40A 60A

Coletas de sangue

Figura 13 — Concentracdo plasmatica de acido ascado de acordo com 0S grupos
experimentais: placebo (P), &cido ascoérbico livreAAL) e microparticulas de &cido
ascorbico (AAM), em todos os tempos de coletas dangue (MD = DP). A Diferenca
significativa em relacdo aos valores do grupo P §0,05).
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Na Tabela 11 sdo apresentados os coeficientesdnéd dos ajustes dos dados de
concentracdo do AA, em funcdo dos tempos de cdéetangue, com as equacdes de cinética
de reacdo de zero ordem e dee I ordens. Ambos os grupos, AAL e AAM, apresentaram
correlagdo mais significativa com a cinética Geolem. Contudo, a correlacéo verificada
para o grupo AAM foi mais fraca®(= 0,7215) do que a observada no grupo AAL=(r
0,9109). Nas cinéticas de segunda ordem a velaeidadeacdo quimica € proporcional ao
produto das concentracbes de dois reagentes. Balizacdo do ajuste dos dados de
concentracdo do AA do grupo P verificou-se compoetatos diferenciados nos tempos de
coleta PE, IA e 10A (valores ascendentes) em caaggarcom os tempos 20A, 40A e 60A
(valores descendentes), sendo necessaria a sepa@sgd/alores. Os valores referentes ao
grupo P ascendente mostraram resultados semelrsntgsipo AAL, sendo também dé 2
ordem e apresentando coeficiente linear(0,999) préximo do obtido no grupo AAL. Os
coeficientes angulares (a) das curvas de analise temporal do AA plasmatico indicam que
as elevacdes dos valores nos grupos AAL e AAM ecora taxas de 2 x Phmol/L/ min e 9

x 10°mmol/L/min., respectivamente.

Tabela 11 — Coeficientes lineares e coeficientesgaares dos ajustes das curvas de
concentracdo do acido ascorbico plasmatico em fungdlos tempos de coleta de sangue,
nos grupos experimentais, acido ascorbico livre (AY e microparticulas de &cido
ascorbico (AAM), com os as equacdes de cinéticamacao testadas.

Modelos matematicos

Grupos experimentais Ordem zero Primeira ordem Segunda ordem
Koa r2 Klb r2 Kgc r2

P ascendente 0,13 0,998 5x16 09985 9x10 0,999

P descendente 0,17 0,9478 6x10 09449 1x10 0,942

AAL 0,28 0,8773 9x1I® 08951 2x18 0,9109

AAM 0,13 06911 5x1I® 0,7063 9x18 0,7215

3Ky = mg%dia

® K, = Inmg%dia*

°K, = mg%-dia®

9 Valores plasmaticos do placebo nos tempos PE, 18/ que apresentaram comportamento ascendente

€ Valores plasmaéticos do placebo nos tempos 20A,et88A, que apresentaram comportamento descendente
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Os resultados referentes a capacidade antioxidatdé do plasma, expressos em
equivalentes de AA, estdo apresentados na Figudddidze aumento significativo (p < 0,05)
nos valores plasmaticos relativos ao grupo expetiahédAM em comparacdo com 0 grupo
P, nos tempos de coleta 40A e 60A. O comportanm@atimatico da capacidade antioxidante
foi similar ao encontrado no AA plasmatico. Apedarndo haver diferenca significativa, os
valores plasmaticos dos grupos AAL e AAM apresemaiuma tendéncia a aumentar ao
longo das coletas de sangue, sendo esse aumerstéema@ncioso no grupo AAM (diferente
do encontrado na analise de AA plasmatico, ondenteato foi mais pronunciado no grupo
AAL). Os valores do grupo P apresentaram uma tenaé@ndiminuir ao longo das coletas de

sangue.
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Figura 14 — Capacidade antioxidante do plasma, paquivalentes de acido ascorbico, de
acordo com o0s grupos experimentais: placebo (P), ido ascorbico livre (AAL) e
microparticulas de acido ascérbico (AAM), em todo®s tempos de coletas de sangue
(MD £ DP). A Diferenca significativa em relacédo aos valores dagpo P (p < 0,05).

Quando foi realizada a comparagédo de cada gruperiexental entre os tempos de
coleta (Tabelas 8 — 10) os valores plasmaticos rdpogP n&o apresentaram alteracdes

significativas, ao passo que o grupo AAL apreseroonento significativo (p < 0,05) nos
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tempos de coleta 40A e 60A quando comparados cdi,0e o grupo AAM apresentou
aumento significativo (p < 0,05) nos tempos 20AA 4060A quando comparados com o PE e

ainda no tempo 60A quando comparado com o IA ef0 10

A Figura 15 mostra os resultados referentes a obraggio plasmatica de grupamentos
sulfidrila totais. As concentracfes obtidas nadisgg ndo foram diferentes estatisticamente
entre 0s grupos experimentais nos tempos de caletasngue avaliados e nem entre cada

tratamento nos diferentes tempos de coleta de sdiigibelas 8 — 10).
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Figura 15 — Concentracéo plasmatica de grupamentaslfidrila totais de acordo com os
grupos experimentais: placebo (P), acido ascorbiclivre (AAL) e microparticulas de
acido ascorbico (AAM), em todos os tempos de colstde sangue (MD + DP).

Os hidroperoxidos plasmaticos apresentaram difareignificativa (p < 0,05) nos
grupos AAM e AAL quando comparados com o grupo &5 tempos de coleta de sangue
10A, 20A, 40A e 60A (Figura 16). Comparando-se eerts tempos de coleta, para cada
tratamento, o grupo P apresentou aumento signfcdp < 0,05) em todos os tempos de
coleta (IA, 10A, 20A, 40A e 60A) quando comparadom o PE. Para o grupo AAL, houve

aumento significativo (p < 0,05) apenas nos tempp30A e 20A, quando comparado com o
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PE, enquanto que, para o grupo AAM sO houve diferesignificativa (p < 0,05) entre os
tempos de IA e 10A quando comparados com o PE.akpdisto, no entanto, os valores
plasmaticos de hidroperoxidos ndo retornaram almsesbasais no tempo 60A em nenhum

dos grupos experimentais (Tabelas 8 — 10).
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Figura 16 — Concentracdo plasmatica de hidroperoxims de acordo com 0Ss grupos
experimentais: placebo (P), &cido ascoérbico livreAAL) e microparticulas de &cido
ascorbico (AAM), em todos os tempos de coletas dengue (MD = DP). A Diferenca
significativa em relacdo aos valores do grupo P §0,05).

A Figura 17 mostra os resultados de TBARS (MDA). demcentracdes ndo foram
diferentes estatisticamente entre 0os grupos expatais, nos tempos de coletas de sangue
avaliados. Quando foi realizada a comparacao de gago experimental entre os tempos de
coleta de sangue houve diferenca significativateogos IA, 20A e 60A gquando comparado
com o PE para todos os grupos experimentais (TaBetal0), apesar do grupo P apresentar
tendéncia a maiores elevacdes plasmaticas desteatwador, em comparacdo aos outros

grupos (AAL e AAM).
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Figura 17 — Concentracdo plasmatica de TBARS (MDAMe acordo com 0S grupos
experimentais: placebo (P), acido ascorbico livreAAL) e microparticulas de &cido
ascoérbico (AAM), em todos os tempos de coletas dengue (MD + DP).

A Figura 18 mostra os resultados da atividade tiasse. As concentracfes ndo foram
diferentes estatisticamente entre 0s grupos expatas nos tempos de coletas de sangue
avaliados e nem entre cada tratamento nos diferégngpos de coleta de sangue (Tabelas 8 —

10).
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Figura 18 — Concentracdo plasmética de catalasele acordo com 0S grupos
experimentais: placebo (P), acido ascorbico livreAAL) e microparticulas de éacido
ascoérbico (AAM), em todos os tempos de coletas dengue (MD = DP). A Diferenca
significativa em relacdo aos valores do grupo P §0,05).

57



6 DISCUSSAO

O concentrado protéico de ervilha (PPC) e o isofadtéico de ervilha (IPE) tém sido
pesquisados e utilizados como alternativa paracapsulamento de substancias ativas em
diferentes estudos (PIERUCEt al, 2006 e 2007; PEREIRA&t al, 2009). Proteinas de
sementes de leguminosas podem ser consideradas alieasativas para processos de
microencapsulamento, principalmente, por seremmmagale alto valor biolégico, que aliam

biocompatibilidade, biodegradabilidade e eficiém@aagormacao de particulas e baixo custo.

A formulacdo e as condi¢cdes de secagem para ag@odias microparticulas no
presente estudo foram conduzidas de acordo conird€2€09). As particulas produzidas
apresentaram rendimento de 49,80 + 4,20% e retesgaoaterial ativo de 85,09 + 3,44%,
valores similares aos encontrados no estudo der®€2609), que foi de 47,3 = 9,9% e 88,3
*+ 7,9%, respectivamente. Os resultados referentesnanhos das particulas e morfologia
também foram similares aos de Pereira (2009), dstraomo que o processo de producao das

microparticulas de AA apresentou satisfatéria reptibilidade.

As imagens das microparticulas, obtidas por MEV tracam que as mesmas Sao
homogéneas e com alto grau de esfericidade, sersmlpexficie intensamente invaginada.
Tais caracteristicas estdo de acordo com as miticydas produzidas em outros estudos que
utilizaram o PPC ou IPE como matriz encapsulanteaddo ascérbico, pospray dryer
(PIERUCCI et al, 2006 e PEREIRAet al, 2009). A esfericidade das particulas é
caracteristica inerente ao processo de producdospay dryere as invaginagbes séo
atribuidas a natureza fisico-quimica de matrizetgmras (WALTON & MUMFORD, 1999).

A distribuicdo de tamanho e a morfologia de paldiciexercem forte influéncia sobre a
cinética de liberacdo e, consequentemente, naspiauibilidade de materiais encapsulados.
Contudo, este estudo ndo visou relacionar taismpetrés a cinética de absorcdo do acido

ascoérbico microencapsulado.
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As caracteristicas antropométricas e funcionaisjalgedores de futebol neste estudo
foram similares as encontradas na literatura pasnm modalidade e categoria (ZORPI
al., 2003; CHAMARI et al, 2004; ASCENCAOQet al, 2008). Helgerucet al. (2001), por
exemplo, trabalharam com dezenove jogadores juneefutebol de elite que apresentavam
caracteristicas similares as encontradas nos jogadiesse estudo (idade 18,1 + 0,8 anos,

altura 181,3 + 5,6cm, peso 72,2 + 11,1kg exM£58.1 + 4.5 mL/kanin).

O esforco fisico do jogo de futebol implica em &aralteracdes fisioldgicas, como
aumento do débito cardiaco e do fluxo sangliinemeato na liberacdo de catecolaminas e
mobilizacdo de leucdécitos do sangue, sendo dependarire outros, do metabolismo aerdbio
(ASCENSAO et al, 2008). O protocolo de exercicio utilizado nesttudo apresenta
estimulos semelhantes aos que ocorrem em um joyolvendo acdées como caminhar,
sprint, corrida a 55 e 95% do W Desta forma, este protocolo provoca, teoricamerge,
mesmas alteracoes fisiologicas de um jogo (NICHOEASI, 2000), embora existam outras
atividades que ndo estejam incluidas, tais comarsalorrer para tras e posse de bola. O
LIST foi escolhido em detrimento a uma partida utelfol, tendo em vista a possibilidade de
promover melhor controle dos jogadores, das indawlgs e distancias percorridas em todos
0s trés grupos experimentais. Além disto, como aiopplo é realizado ao ar livre e em
terreno gramado, ha similaridade das condi¢cbe®egicals (clima e solo) que ocorrem durante

um jogo de futebol.

As distancias percorridas durante o LIST (Tabelafofam correspondentes ao
percurso comumente reportado para um jogador enpacaurante uma partida de futebol,
que varia de 10 — 12km, dependendo da posi¢cao smpacéREILLY, 2000; MOHRet al,
2003). Os valores médios e maximos de frequénaidiazaa observada nos sujeitos da

pesquisa durante o teste fisico foram similaresesm®ntrados em estudos com jogadores
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durante uma partida de futebol (KRUSTRENaI, 2006; ASCENSAGet al, 2008) e durante

0 LIST (NICHOLASet al, 2000).

Os valores médios de frequéncia cardiaca encostraflmante o teste fisico,
mensurados como %k, estavam proximos do limiar anaerdbio (normalmeartze 80-
90% da FGax em jogadores de futebol) (STOLEN al, 2005). Diante deste resultado, seria
fisiologicamente impossivel para os jogadores manteo desempenho fisico por um tempo
prolongado devido ao acumulo de lactato. No entanfarotocolo de exercicio, assim como
uma partida de futebol, intercala periodos de altmixa intensidade, nos quais o lactato é
acumulado e removido dos musculos, favorecendm@ncidade do exercicio (MOHE al,
2003). Os valores de lactato encontrados nestele@stumentaram significativamente no
tempo IA (Tabelas 8 — 10) para todos os gruposrerpatais, com valores médios similares
aos encontrados na literatura em estudos queautitiz o LIST como protocolo de exercicio
(5,7 £ 0,9mmol/L — NICHOLASet al, 2000), assim como em um jogo (5,0 £ 0,4mmol/L —
KRUSTRUPet al, 2006). No tempo de coleta de sangue referent@0a¢ para todos o0s
grupos experimentais, os valores de lactato plassnétiviam praticamente retornado aos

valores basais, resultado também encontrado nasosesstudos supracitados.

Durante o teste, a concentracdo plasmética de sglicapresentou aumento
significativo no tempo IA em todos o0s grupos expertais (Tabelas 8 — 10), com posterior
diminuicdo a partir do tempo 10A. No entanto, apesadiminui¢do, os valores plasméaticos
se mantiveram préximos aos encontrados no PE, tjadardessa forma suporte energético
para pratica da atividade fisica. Nicho&#sal. (2000) encontraram aumento da concentragdo
plasmatica de glicose durante o exercicio (até 7hin@om posterior diminuicdo, no
entanto, sem alteracdes em comparacdo com o ter@pexercicio, assim como encontrado

no presente estudo. Agrupando-se tais aspectos;ggodfirmar que o protocolo experimental
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utilizado neste estudo apresenta validade quargpraducéo do esforco fisico caracteristico

de jogadores de futebol.

O esforgo fisico intenso pode levar ao aumentoodadcéo de radicais livres em
praticantes de atividade fisica ou atletas. Esmgue de 1-5% do volume total de oxigénio
consumido na respiracdo resulte na formacédo deaiadlivres (URSO & CLARKSON,
2003). Devido ao elevado nivel de captacédo de olgdos jogadores de futebol (V),
nao € surpreendente que haja alteracdo nos bicthoaesade estresse oxidativo, tais como,
TBARS (MDA), hidroperoxidos e CK, relativos as agg@ovocadas pelos RL e AA, CAT,
grupamentos sulfidrila e capacidade antioxidantal teelativos as alteracdes no sistema de

defesa antioxidante do organismo (ASCENS#Q@lI, 2008).

Imediatamente apods (IA) o término do protocolo ®ereicio, os valores plasmaticos
de TBARS (MDA), e hidroperoxidos, foram significamente maiores quando comparados
com o PE para todos os grupos experimentais (T&Betal0). No entanto, diferentemente do
resultado encontrado para TBARS, os valores plasosatie hidroperéxidos apresentaram
diminuicdo significativa a partir do tempo 10A comlacdo ao tempo IA nos grupos
suplementados (AAL e AAM). A elevacdo das concedies plasmaticas destes
biomarcadores ap0s o exercicio tem sido observadaliterentes modalidades além do
futebol (SCHIPPINGERet al, 2002; ASCENSAOet al, 2008), incluindo corrida
(MASTALOUDIS et al, 2004), basquete (CHOLEWAt al, 2008) e exercicios de

resisténcia (McCANULT Yet al, 2005).

Os hidroperoxidos séo produtos primérios da peewméd lipidica, formados apos
incorporacdo de um oxigénio molecular a um acidax@poliinsaturado (AGPI) (PORTER
al., 1995), sendo importante a sua avaliacdo umaweaadanaioria das abordagens cientificas
em estresse oxidativo avalia os produtos de degfiadda peroxidacédo (LIMA & ABDALA,
2001). O malondialdeido, no entanto, € um dialdéddmado como produto secundério da
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peroxidacao lipidica. A peroxidacao lipidica talsezconstitua no evento citotoxico primario
que desencadeia sequéncia de lesdes na célulaltekac@es nas membranas induzem
transtornos da permeabilidade, alterando o fluxac@e de outras substancias, o que resulta
na perda da seletividade para entrada e/ou saidatdentes e substancias toxicas a célula,
alteracbes do DNA, oxidacéo da LDL e comprometimeints componentes da matriz celular
(proteoglicanos, colageno e elastina) (LIMA & ABDAL 2001; URSO & CLARKSON,

2003).

Diante das alteracbes plasmaticas dos biomarcadefasionados a peroxidacéo
lipidica, consequentemente, os valores de CK pltssnsdambém sofreram alteracdes, pois a
CK é uma enzima considerada um marcador indiretesttesse oxidativo perante os danos
induzidos nas membranas celulares, provocadospeetxidacéo lipidica (PETIBOISt al,
2002). No tecido muscular esquelético, sua funcaoxdiar o metabolismo na ressintese de
adenosina trifosfato (ATP), estando envolvida reaanergética para fosforilacdo do ATP a
partir da adenosina difosfato (ADP) (TRUM& al, 1996). Os danos induzidos nas
membranas celulares podem levar a permeabilidadeesiabrana e no extravasamento dos
componentes do musculo para 0 meio extracelulaneatando, dessa forma, a concentracéo
plasmatica de CK (THOMPSOMt al, 2001). Os valores encontrados neste estudo
apresentaram diferenca significativa entre o glap® AAM, mas ndo entre estes e 0 grupo
AAL (Figura 12). Thompsoret al. (2001 e 2003) ndo encontraram diferenca signivigat
entre o grupo placebo e o grupo suplementado comafAs a pratica do LIST, para CK
plasmatica, por até 72 horas apos o término daik@r No entanto, Thompsat al. (2004)
verificaram diferenca significativa entre o grugagebo e o grupo suplementado com AA 24
horas apés a pratica de atividade fisica. As dif@ae encontradas entre os estudos podem
justificar-se por diversas razdes. No nosso estudvaliacdo da CK nao foi feita nos dias

subsequentes ao teste fisico, o que dificulta Gvafeomparagcdo entre os resultados da
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literatura. Contudo, o aumento significativo veafilo neste estudo nos tempos IA e 60A
guando comparados com o tempo PE para todos ossjregta em consonancia aos outros
estudos supracitados. A dosagem de AA administredasuplementacdes dos diferentes
estudos, assim como os momentos de suplementag@bermn poderia influenciar nas
divergéncias encontradas entre os resultados abfidmmpsoret al. (2001) suplementaram
1g de AA 2 horas antes do exercicio. JA& Thompetoal. (2003) suplementaram 200mg
imediatamente apds o exercicio, enquanto que Thames al. (2004) realizaram uma
suplementacdo prolongada de AA com doses de 20€8oas vezes ao dia, por 14 dias
anteriores a pratica da atividade fisica e pordiés apos o exercicio. No presente estudo a
suplementacao foi de 1g de AA imediatamente apgddS§®. A observacéao de que houve uma
menor elevacdo dos indices plasmaticos de CK dooghAM em relacdo ao P, e ndo em
relacdo ao AAL (Figura 12), sugere que a forma oeiscapsulada do AA apresentou efeito

antioxidante mais pronunciado.

Durante exercicios de alta intensidade e condigéasquemia muscular, o sistema de
purinas € extremamente ativo e a eliminacdo de fosfato de adenosina (AMP) provoca
um acumulo de hipoxantina no musculo esquelético plasma, sendo o acido Urico produto
final desse sistema de purinas em humanos (SVENS&OM, 2002). Desta forma, de
acordo com a literatura (TAULERt al, 2003; ASCENSACet al, 2008), a concentracio
plasmatica de &acido Urico em exercicios intensagetea aumentar, o que corrobora 0s
resultados encontrados no presente estudo (TaBelad0). Por isto, € provavel que as
alterac6es oxidativas e os danos observados dyparitelos de exercicio intenso, como no
caso do LIST neste estudo, podem ter a contribudg&astema xantina oxidase na geracéo de
radicais livres. A via metabdlica de formacdo dad@curico € uma importante via de

depuragdo da amodnia decorrente da degradacdo thinps) apresentando a uréia como

metabdlito intermediério. Contudo, os valores pkéros de uréia ndo sofreram alteracdes
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significativas independentemente dos tratamentdgsetempos de coleta de sangue (Figura
10; Tabelas 8 — 10). Resultados semelhantes foepmrtados para jogadores de futebol

(SILVA et al, 2007) e ciclistas (HALSOMt al, 2003).

O sistema de defesa antioxidante é constituidospelmmponentes enzimaticos
(enddégenos) e nédo-enzimaticos (principalmente ado® por meio da alimentacdo) que
atuam na detoxificacdo das espécies reativas dgémiri de formas diferenciadas
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Dentre os componentis defesa ndo enzimatica, os
tiois, incluindo a glutationa (GSH) sdo uma cladsemoléculas caracterizadas pela presenca
de grupamentos sulfidrila (-SH) (SEN & PACKER, 2D0A GSH é o principal tiol presente
no organismo, atuando como substrato para a glotatperoxidase (GPX), uma enzima
responsavel pela conversdo deOkH em agua, formando a glutationa oxidada (GSSG)
(ANTUNES et al, 2002). Em situacbes de estresse oxidativo, éiyedssbservar uma
diminuicdo na taxa de GSH/GSSG e, por consegumatejuantidade total de tidis (SEN &
PACKER, 2000). Apesar de ndo ter havido diferenstatistica significativa entre os
tratamentos ou entre os tempos de coleta de sangnficou-se que o teste fisico induziu a
uma suave diminuicdo nos grupamentos sulfidrilaaigotplasmaticos (Figura 15).
Diferentemente, Ascensaat al. (2008) verificaram que, apés uma partida de futeb®
valores plasméticos deste marcador diminuiramfgigtivamente, mantendo-se alterados até
48 horas ap0s a partida. Os resultados encontmmgiresente estudo sdo similares aos
obtidos por Zoppet al. (2003), que nao encontraram diferenca signifieativs grupamentos
sulfidrila totais em jogadores de futebol, apesaondxercicio ter promovido uma tendéncia

de diminuicdo nesses valores.

A medida de capacidade antioxidante total € muitzada por diversos estudos que
abordam as alteragcbes de biomarcadores de estgekdivo. McAnulty et al. (2005)

trabalharam com corredores e suplementacdo de imdgamb, encontrando aumento na
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capacidade antioxidante total imediatamente apdscoaida, sendo esse aumento
significativamente maior no grupo suplementacdacemparacéo ao grupo placebo, por até 1
hora e meia ap0s o término da corrida. Asceretdal. (2008) também verificaram um
aumento na capacidade antioxidante total apos o ¢ty futebol, no entanto sem haver
suplementacdo de nutrientes antioxidantes. No piesestudo, a capacidade antioxidante
total apresentou-se elevada a partir dos tempos el@0A, nos grupos AAL e AAM,
respectivamente, enquanto que nao foram verificaglaacOes significativas entre os tempos
de coleta no grupo P (Tabelas 8 — 10). Adicionatmea grupo AAM apresentou maior
incremento da capacidade antioxidante nos tempuasfide coleta, sugerindo haver a

continuidade da elevacéo destes valores (Figura 14)

A metodologia FRAP empregada neste estudo menstapaxidade antioxidante dos
componentes do compartimento aquoso do sangue guibuida, principalmente, a proteina
(bilirrubina, por exemplo) (10-28%), ao acido Urige58%) e ao acido ascorbico (3-27%)
(WAYNER et al, 1987). O aumento da capacidade antioxidante @lésan observado ao
longo das coletas de sangue, parece estar reldoi@maumento significativo do acido urico
e da bilirrubina nos tempos iniciais de coletaalegsie e ao acido ascorbico nos tempos finais
de coleta (Tabelas 8 — 10). Contudo, ha que seidmas também a influéncia dos
componentes da formulacdo das bebidas consumidias jpgadores. Embora néo tenha se
verificado diferencas significativas na capacidagtgoxidante entre as bebidas AAL e AAM,
foi verificado aumento significativo dos valoreaghaticos de FRAP no grupo AAM (Figura
14). Isto sugere que a forma fisica ou os compeseda formulacdo das microparticulas

tiveram alguma atividade diferenciada quando idssrno sistema bioldgico.

A principal diferenca entre as composi¢cfes dasdasbhAAL e AAM é a presenca da
matriz encapsulante IPE, a qual n&o contribuiu paaamento da capacidade antioxidante

vitro da bebida AAM em relagdo a bebida AAL. Porém, deple inseridas no sistema
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digestorioin vivo, as acbes enzimaticas de hidrélise de proteinderpoter induzido a
formacdo de peptideos com atividade antioxidantgudés estdo reportando maiores
atividades antioxidantes em peptideos e aminoagdasdo comparados a proteinas com alto
peso molecular (DAVALORt al, 2004; Llet al, 2008), podendo potencializar dessa forma
a atividade antioxidant@ vivo apos quebra das ligacdes peptidicas e formacawbtizulas

menores como 0s aminoacidos e peptideos.

Contudo, ndo se pode descartar a possibilidadegicade antioxidante plasmatica
ter aumentado no grupo AAM em funcdo de uma maigrdade do AA promovida pelo
processo de encapsulamento. Foram verificados taveamle particula na ordem de
nandmetros em 10% das particulas analisadas, comfdescrito anteriormente neste estudo.
Alguns estudos ja demonstraram que nanoparticdéasdo aos tamanhos reduzidos, podem
penetrar capilares pequenos e serem absorvidas @@ldas, através do sistema de absorcao
paracelular, mantendo sua integridade fisica e ifjado uma acumulacdo eficiente de
substancias ativas em sitios especificos no c&ptEN et al, 2007). Estudos futuros com
foco na producdo de nanoparticulas de AA e na ap@di comparativa com particulas
micrométricas poderiam ser realizados para verifiea existéncia de aumento da

funcionalidade do AA relacionado a reducdo dos tdma das particulas para a escala

nanomeétrica.

As concentra¢des plasmaticas de acido ascérbige estgrupos analisados foram
significativamente diferentes apenas no grupo AAarglo comparado ao grupo P, no tempo
60A. No entanto, avaliando cada grupo individualregiTabelas 8 — 10), o aumento nas
concentracdes foi significativo para ambos os gsuguplementados, ao longo dos tempos de
coleta de sangue, ndo apresentando diferenca isagivih no grupo P, apesar de ser
observada uma tendéncia a diminuicdo das concéesage AA ao longo dos tempos de

coleta de sangue (Figura 13). Diante dos resultddaguste das curvas de concentragéo do
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AA plasmatico com as cinéticas de reacdo (Tabelg térificou-se correlacdo mais
significativa com a cinética de® ardem, principalmente para o grupo AAL ao longo do
estudo e P até o tempo 10A. Com isto, pode-se isuger a concentracdo plasmatica do AA
€ dependente de dois fatores: absorcao e utilizagiolo que, no caso das microparticulas,
ainda pode existir um terceiro fator relacionadeetocidade de liberacdo do AA pelas
microparticulas, justificando assim, o aumento c@mscentracdes plasmaticas de AA para o
grupo AAL a taxas mais aceleradas 2 x 10°) do que o AAM (i = 9 x 10°%). Os dados
sugerem que a taxa de absorcdo mais lenta podeedavaa funcionalidade biolégica desta
vitamina, considerando-se os resultados de CK p@lasme FRAP. Verifica-se ainda que o
grupo AAM apresentou uma tendéncia em manter @mento do AA plasmatico apos 60A.
Esta observacdo é um indicativo de que pode hawverdcimento a biodisponibilidade do
mesmo, jA que os transportadores intestinais stigasais e dose-dependentes (LI &

SCHELLHORN, 2007).

Alguns estudos apontam que em sistemas de abssag@@veis e dose-dependente,
como o do AA, modelos matematicos lineraes nacsaéisfatérios para o ajuste dos dados e
reconhecimento da cinética de reacao (BARRI, 1994; LAWRENCE & GORDON, 1998).
Recentemente, alguns modelos mateméaticos ndodméaram desenvolvidos para melhorar
0 ajuste das concentragcfes plasméticas ao longgngm para substancias que apresentam o
referido modelo de absor¢do (LAWREN@Eal, 1996; LAWRENCE & GORDON, 1998).
No entanto, estes modelos foram desenvolvidos adrstancias altamente sollveis e livres.
Dessa forma, é ainda necessario o desenvolvimentimdmodelo de ajuste para materiais
que ndo se encontram totalmente livres e solUgeimp é 0 caso de materiais encapsulados.
Apesar disto, as concentragfes plasmaticas de Agkupp AAM mostraram, principalmente,
gue a vitamina microencapsulada é biodisponivebativa, além de ser estavel em sistemas

alimentares como mostrado em estudos de Piestiedi(2006).
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O sistema de defesa antioxidante enzimatico irel&GOD, a CAT e a GPX. Neste
estudo, analisamos a concentracao eritrocitari€@ Ala, uma enzima de ampla distribuicéo
tecidual, apresentando, porém, atividade mais eétevao figado, rim e hemacias,
principalmente no interior de peroxissomos (ANTUN& S, 2002). Esta enzima neutraliza
a acao deletéria do,B, produzido nas células a partir do radical supemxidnvertendo-o
em agua e oxigénio (YU, 1994). Aguiki al. (2005) verificaram aumento significativo na
atividade da CAT apoés exercicio de resisténcia. édtanto, Zoppiet al. (2003) néo
encontraram diferenca significativa na atividadeCdd em jogadores de futebol, apesar de o
exercicio ter promovido uma tendéncia ao aument@tédade enzimatica. No presente
estudo, apesar de nao ter havido diferenca estatispnificativa entre os tratamentos ou
entre os tempos de coleta de sangue, verificousseogteste fisico induziu a uma suave

elevacdo nas concentracfes de catalase (Figurami@pdos os grupos ao longo do tempo.

Os resultados deste estudo mostraram que a supbg@erde AA, uma vitamina com
propriedades antioxidantes, imediatamente apéstacprde um teste fisico, que simula uma
partida de futebol, pode auxiliar nas respostasldigicas relacionadas as alteracbes dos
biomarcadores de estresse oxidativo. Os resultadosntrados no grupo nédo suplementado
mostraram tendéncia a alteragcdes em biomarcadel@sonados com o estresse oxidativo,
nao observadas nos grupos suplementados. Os guplesnentados envolveram o0 consumo
de AA livre e microencapsulado. Analisando compaaatente as respostas fisioldgicas apds
consumo do AA livre e encapsulado em relacdo aoepls por até uma hora apos seu
consumo, foi possivel verificar que houve reduggoificativa dos niveis de CK plasmatica e
aumento significativo da capacidade antioxidante gropo suplementado com AA
encapsulado ap6s uma hora de suplementacao. Aléaxaremento do AA plasmatico entre
0S grupos suplementados comportou-se de formaedtisrdemonstrando que o processo de

encapsulamento promoveu a desaceleragcéo na teadasde;éo desta vitamina. Isto pode ser
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considerado um fator positivo para prolongaments @deitos antioxidantes sobre o
metabolismo oxidativo em momentos tardios apos ercésio fisico. Este resultado ainda
sugere que a forma fisica ou os componentes daufagdo das microparticulas tiveram

alguma atividade diferenciada quando inseridasistersa biolégico, podendo favorecer a

funcionalidade do acido ascorbico.
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7 CONCLUSAO

As microparticulas de acido ascorbico — AA — prodag neste estudo demonstraram

satisfatoria reprodutibilidade do processo de ptaduas microparticulas de AA.

O protocolo experimentall.oughborough Intermittent Shuttle Test LIST -
apresentou validade quanto a reproducdo do esf@sigp caracteristico de jogadores de
futebol, devido as respostas fisiologicas e meted®lencontradas em comparacdo com a

descrita na literatura para partidas de futebol.

Os biomarcadores de estresse oxidativo apresentdtaracdes significativas quando
se comparou o grupo ndo suplementado com os graygadementados, mostrando dessa
forma que o consumo de AA apds exercicio fisicee gumula a atividade normalmente
desenvolvida em campo, pode minimizar algumas stapanetabdlicas inerentes ao esforco

fisico.

Os biomarcadores de estresse oxidativo nos gruppkemsentados apresentaram
comportamentos similares. Entretanto, a suplema&atapm &cido ascorbico encapsulado
demonstrou diferengas significativas com relacdogago placebo para concentragbes
plasmaticas de creatina quinase (diminuicdo) ecid@de antioxidante total (aumento), além
de diferencas nas taxas de absorcdo do &acido asrdhbtre os grupos experimentais,
promovendo menor aceleracdo na taxa de absorgfi® 6 considerado um fator positivo ja
gue os receptores o acido ascorbico sdo saturddeise-dependente. Este fato sugere que as
microparticulas seja pelas caracteristicas morfodédgou por algum componente da matriz
encapsulante favoregcam a funcionalidade do AA nm toi@logico, no entanto mais estudos

devem ser realizados visando esclarecimentos dokados encontrados.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

como.

Os resultados obtidos neste trabalho apontam pgeeertes desdobramentos, tais

Avaliacdo do efeito tardio do consumo de &cido @Bcd microencapsulado,

contemplando periodos de analise apds 1 hora celigm)

Estudo da interagcdo de macronutrientes normalmgrgsentes em alimentos, em

especial, os carboidratos, na absorcéo e funcoaddido acido ascorbico;

Estudo da interacdo do isolado protéico de ervilia o acido ascoérbico sobre o

metabolismo humano em situacfes de estresse exidati

Andlise comparativan vivo da cinética de absorcdo e da funcionalidade ddo&ci

ascorbico nano e microencapsulado.
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O respeito devido a dignidade humana exige que todzesquisa se processe apdés 0
consentimento livre e esclarecido dos sujeitosividdos ou grupo que por si e/ou por
representantes legais manifestem sua anuéncidi@gegao na pesquisa.

O projeto intitulado “Microparticulas de é&cido adméo: estudo da absorcdo e efeito
antioxidante em jogadores de futebol de elite”, \@raves deste convida-lo a participar das
etapas que o compde. O nosso objetivo principalafian o consumo de uma bebida que
contém vitamina C, logo ap0s a pratica de exerdisico que simula a atividade em jogos.

Durante o projeto realizaremos avaliacdo antropocaetfuncional e de consumo alimentar.
Nessas avaliacdes os individuos serdo submetigesagem e as medidas de estatura, e do
percentual de gordura corporal e serdo entrevistddmecendo informagédo sobre sua
alimentacéo.

Os sujeitos da pesquisa deverdao executar exefg$a@o intermitente, durante 90 minutos e

uma bebida logo apos o término de exercicio. Adzelpodera ou ndo conter vitamina C.

Haverd também coleta de sangue por profissiondlfigaeo (enfermeiro), adotando-se as

praticas e os padrfes para a coleta do materiédgwo de acordo com as normas de

biosseguranca. A coleta de sangue sera realizadd momentos: antes do exercicio fisico,

logo apos o término do exercicio fisico, 10, 20e4®0 minutos apos o término do exercicio,

para tanto o enfermeiro ira colocar um cateter Aa (direita ou esquerda). Opcionalmente,
as pessoas que preferirem poderdo se sujeitaroletas de sangue diretamente na veia do
braco como alternativa a colocacdo do cateter.

Essa pesquisa ira demonstrar o quanto o microemeapsnto da vitamina C favorece a sua
absorcao e utilizacdo pelo organismo. Adicionalmessta pesquisa também indicara se esta
forma de administracdo da vitamina C possui efedodiminuicdo dos efeitos do estresse
fisico causado pelo exercicio. Essas descobertdslgem para a evolugdo da ciéncia e para
as acdes que envolvem a orientacdo nutricionalrdiicantes de atividade fisica a fim de
melhorar seu desempenho.

E garantida a liberdade de se recusar a partioipar retirar seu consentimento, em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e semzprap seu cuidado. E garantido o sigilo
gue assegure a sua privacidade quanto aos dadsmaesonfidenciais coletados na ocasiao
da analise.

A participagcdo nesta pesquisa ndo € remuneradaverd ressarcimento na forma de
indenizacdo, em caso de eventuais danos recorrgatpssquisa, como arcar com despesas
médicas e medicamentosas.

Concordo em participar da pesquisa em questao,

Rio de Janeiro, de de

Assinatura

OBS: Em caso de duvida ou necessidade de maicrksesimentos, faga contato com®S@amila
Sousa, atravées dos telefones (021) 3351-6332, 2788- ou atraves do email:
camilasousacampos@yahoo.com.br, ofi Bnna Paola Pierucci, através dos telefones (8358-
0660, 2562-6697 ou 9992-0101, email: pierucci@oatriufrj.or, endereco Av. Brigadeiro
Trompowski, s/n°, CCS J2, llha do Fundao, Rio aeila, RJ, 21941-590, Brasil.

82



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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