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. RESUMO

Efeitos do treinamento de endurance na presenga ou auséncia de suplementagdo com caldo
de cana como bebida pds treino em biomarcadores de estresse oxidativo e performance de
ratos.

O treinamento de endurance promove aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e
adaptagdes no metabolismo oxidativo e sistema de defesa antioxidante. O caldo de cana é rico em
agua, compostos fendlicos (com agao antioxidante) e principalmente sacarose, apresentando-se
como uma bebida interessante para recuperagao pos treino. Os objetivos desse estudo foram
caracterizar os efeitos da ingesta de caldo de cana durante as trés uUltimas semanas de um
protocolo de treinamento de endurance, em parametros de estresse oxidativo no sangue, figado e
musculos de ratos. Os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle ativo (CA, n=12),
controle treinado (CT, n=9), treinado suplementado com caldo de cana (CC, n=9), e grupos
treinados suplementados com maltodextrina (M, n=9) e quercetina (Q, n=9), utilizados como grupo
controle da porgdo carboidrato e antioxidante, respectivamente, do caldo de cana. As
suplementagbes foram feitas por gavagem, apds todas as sessbes de exercicios da 72, 82 e 92
semanas de treinamento . Os testes de desempenho foram feitos antes e depois da 42, 82 e 92
semanas. A coleta de amostras de sangue, musculos e figado foram feitas 24h apds o ultimo teste
de desempenho. Todos os grupos apresentaram aumento incremental significativo no desempenho
durante as nove semanas de treinamento. N&o detectamos diferengas significativas entre o
desempenho dos grupos treinados e suplementados (CC, Q, M) frente ao desempenho do grupo
treinado sem suplementacdo (CT). Os dados apresentados mostram que o protocolo de
treinamento utilizado foi claramente adaptativo e aprimorou a performance. Além de aumento
expressivo na performance induziu aumento significativo nas reservas de glicogénio muscular e
hepatico; aumento na atividade da catalase (CAT) e redugdo da atividade da glutationa redutase
(GR) no sangue associada a queda na capacidade antioxidante total (FRAP) e concentragbes de
acido urico e uréia. Esses efeitos foram observados em todos os grupos treinados, suplementados
ou ndo. Nao houve diferenga significativa, entre os grupos, na concentragdo plasmatica da enzima
creatina quinase (CK), na atividade antioxidante enzimatica no musculo nem nos niveis de
peroxidacao lipidica (TBARS) em todos os tecido analisados. No figado a atividade da GR n&o foi
alterada, enquanto a atividade da CAT diminuiu. O caldo de cana nao alterou o perfil adaptativo
induzido pelo treinamento. Esses dados sao relevantes, pois atestam que quando o treinamento é
bem planejado (estimulo/descanso), nao ha necessidade de suplementagdo para melhorar
performance. Por outro lado, nas condi¢gbes propostas neste estudo, o caldo de cana pode ser
usado como uma opgao pratica de bebida para hidratagdo pds treino, uma vez que permite a
reposicao hidrica sem interferir negativamente na resposta adaptativa induzida pelo treinamento.

Palavras-chave: caldo de cana, antioxidantes, treinamento de endurance, estresse oxidativo,
performance.
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ll. ABSTRACT

Effects of endurance training on the presence or absence of sugarcane juice
supplementation as post workout drink on oxidative stress biomarkers and performance of
rats.

Endurance training induces adaptations in oxidative metabolism, increased reactive oxygen species
production and improves the antioxidant system defense. Sugarcane juice is rich in water, phenolic
compounds (with antioxidant) and mainly sucrose, presenting itself as an interesting drink for post
workout recovery. The aim of this study were to characterize the effects of ingestion of sugar cane
juice during the last three weeks of endurance training protocol on oxidative stress parameters in
blood, liver and muscles of rats. The animals were divided into five groups: ative control (CA, n =
12), trained control (CT, n = 9), trained and supplemented with sugarcane juice (CC, n = 9), and
trained and supplemented with maltodextrin (M, n = 9) and quercetin (Q, n = 9), used as control
group of carbohydrate and antioxidant portion, respectively, of sugarcane juice. The
supplementations were made by gavage, after all exercise sessions of the 7th, 8th and 9th weeks
of training. Performance tests were executed at pre and post the 4th, 8th and 9th weeks. Sample
collection of the blood, muscle and liver were performed 24 hours post the last performance test. All
groups showed significant increase in performance in nine weeks of training. We didn’t detect
significant differences between performance of groups trained and supplemented (CC, Q, M)
compared with performance of the trained group without supplementation (CT). The data presented
show that the training protocol used was clearly adaptive and improved performance. In addition to
a significant increase in performance induced significant increase in muscle and liver glycogen,
increased catalase activity (CAT) and decreased glutationa reductase activity (GR) in the blood
associated with decrease in total antioxidant capacity (FRAP) and uric acid and urea plasmatic
concentration. These effects were observed in all groups trained, supplemented or not. There was
no significant difference, between the groups, in creatine kinase enzyme plasmatic concentration
(CK), in antioxidant enzymatic activity in muscle nor lipid peroxidation levels (TBARS) on all
analyzed groups. In the liver, GR activity was unchanged while the CAT activity decrease. The
sugarcane juice didn’t alter the profile adaptive training induced. These data are relevant because
show that when the training is well planned (stimulus / rest), there isn't need supplementation to
improve performance. On the other hand the proposed conditions of this study, the sugarcane juice
can be used as practical option for post workout drink for hydration since it allows fluid replacement
without interfering negatively on adaptive response induced by training.

Keywords: sugarcane juice, antioxidants, endurance training, oxidative stress, performance.
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1. Introducao

1.1 Treinamento Fisico e Resposta Adaptativa

O treinamento fisico pode ser definido como um conjunto de atividades (exercicio fisico)
programadas e realizadas de forma sistematizada e crénica. Do ponto de vista biolégico, o
exercicio fisico representa a carga alostatica responsavel por promover o desequilibrio dos
sistemas organicos, necessario para produzir as respostas adaptativas, ou seja, gerar uma nova
alostasia. Dependendo da frequéncia da carga alostatica, da magnitude e tipo de resposta que
essa carga alostatica gera no organismo, a nova alostasia produzida pode significar melhora de
desempenho (McEwen, 1998).

Cada modalidade utiliza meios e métodos de treinamento diferentes para aprimorar a
performance, manipulando as variaveis como a duragao, frequéncia (agudo e crbnico), intensidade
(aerodbico e anaerobico), tipo de contragdo muscular (isométrico, concéntrica e excéntrica), tempo
de pausa e velocidade de execugdo dos movimentos (Gomes et al., 2012). Esse repertério de
estimulos usado de forma diversificada e nos momentos adequados induz disturbios agudos nas
células e érgaos relacionados a fadiga, que disparam respostas adaptativas distintas como o
aumento da massa muscular ou melhora do metabolismo oxidativo, entre outros (Hawley et al.,
2006).

E importante ressaltar que a resposta adaptativa que culmina na alteragdo de fenétipo
depende de um processo intenso de sintese proteica diferenciada que acontece sempre no
periodo de descanso, de recuperagdo do esforco, também chamado de periodo regenerativo.
Durante o descanso, deve ser reposto através da alimentagdo, o que foi consumido durante o
treino permitindo a recuperagéo das reservas de nutrientes (Nunes et al., 2012; Ferraresso et al.,
2012). Dentre essas reservas a principal delas é o glicogénio muscular que, por sua versatilidade
do ponto de vista energético, € o combustivel primario durante praticamente todos os tipos de
exercicios, os intensos de curta duragéo e os prolongados de moderada a alta intensidade (Romijn

et al., 1993).



O glicogénio é um polimero de glicose e constitui uma importante forma de reserva deste
carboidrato no organismo. As reservas de glicogénio estdo localizadas em diversos tecidos, no
entanto as principais encontram-se no figado e nos musculos. A reserva hepatica atinge cerca de
100 g, aproximadamente um terco da reserva muscular. Suas fungdes s&o distintas: o glicogénio
hepatico tem a funcéo de exportar glicose para o sangue nos periodos de jejum, a fim de manter a
glicemia em valores basais que variam entre 70-99 mg/dL sangue (SBD, 2009). O glicogénio
muscular é utilizado pelas proprias fibras musculares para o fornecimento de energia na forma de
ATP, ou por meio de reagbes que ndo envolvem a presenca de O, (glicogendlise anaerdbica) ou
da via oxidativa mitocondrial.

As concentragdes de glicogénio muscular podem ser influenciadas pelo exercicio, consumo
de carboidratos e condicionamento fisico, variando entre 20 a 200 mmol.kg'1 de tecido umido,
dependendo da interacdo entre esses fatores (Hargreaves et al, 1997). A fadiga durante o
exercicio prolongado parece associada a deplecao do glicogénio muscular (Bergstro et al., 1967;
Hultman, 1967). Postula-se que a restauragao dos estoques de glicogénio muscular apés o
exercicio exaustivo € um dos fatores determinantes do tempo necessario para a recuperagao pos-
esforcos (Jentjens & Jeukendrup, 2003). Consequentemente, altos niveis do glicogénio muscular
pré-exercicio sdo essenciais para um desempenho 6timo (Costill, 1988; Ivy, 1991; Burke et al.,
1995).

O aumento na glicemia apds as refeicdes constitui o sinal para o pancreas secretar
insulina. Esse horménio estimula a sintese de glicogénio por promover a desfosforilacdo de
algumas enzimas-alvo. Dentre elas, as enzimas glicogénio sintase e glicogénio fosforilase que,
quando desfosforiladas tornam-se ativas e inativas, respectivamente. Dessa forma, a insulina ativa
a sintese e ao mesmo tempo inibe a degradacéo do glicogénio.

A sintese de cada granulo de glicogénio é iniciada por uma proteina chamada glicogenina,
identificada como a menor subunidade (37 kDa) da glicogénio sintase (Hansen et al., 2000). A
glicogenina possui atividade autocatalitica, que permite a transferéncia de residuos de glicose da
molécula de UDP-glicose para ela propria através da ligagao a Tyr-194 (Lomako et al., 1990; 1991;

Lomako et al., 1993) até gerar um oligossacarideo primer, com 7-11 residuos glicosil, que serve



como substrato para a enzima glicogénio sintase. A partir dai a enzima glicogénio sintase, em
conjunto com a enzima ramificadora, que catalisa a ligagao do tipo a-1,6 (a cada 8 ou 12 residuos
de glicose) catalisam a formacdo de dois pools distintos de glicogénio: proglicogénio e
macroglicogénio, ambos ramificados, com varias extremidades livres para a acado das enzimas
glicogénio sintase e fosforilase (Alonso et al., 1995).

No figado, a captagdo da glicose plasmatica pelos hepatécitos ndo é diretamente
dependente da insulina. Porém, a insulina induz a sintese da enzima glicoquinase, responsavel
pela fosforilagdo da glicose em glicose 6-fosfato, favorecendo sua permanéncia no hepatocito e
consequentemente a sintese de glicogénio. Ja a captacdo de glicose pela musculatura é
dependente de insulina. A ligagdo da insulina ao seu receptor na membrana estimula a via da PI3K
(fosfatitidilinositol 3-quinase), que sinaliza a migragao dos transportadores de glicose (GLUT-4)
para o sarcolema. E importante ressaltar, no entanto, que a ressintese de glicogénio apés o
exercicio pode ocorrer de maneira independente de insulina (Jentjens & Jeukendrup, 2003). Essa
fase é rapida. Comeca imediatamente apds o término do exercicio e dura aproximadamente de 30
a 60 minutos.

Postula-se que a ressintese de glicogénio independente de insulina seja resultado do
aumento no numero de transportadores GLUT-4 (Hayashi et al., 1997; Ivy & Kuo, 1998), sinalizado
principalmente pelas baixas concentragcdes de glicogénio muscular, por EROs, o6xido nitrico,
ativacdo da enzima quinase dependente de AMP (AMPK) entre outros fatores (Price et al., 2000;
Nikolaidis et al., 2012). Estudos apontam que a deplegao dos estoques de glicogénio intramuscular
parece ser o principal regulador da atividade da enzima glicogénio sintase, mais do que a insulina
ou a contragdo muscular (Jentjens & Jeukendrup, 2003).

Além dos fatores citados acima, a ressintese de glicogénio, tanto muscular quanto
hepatico, apds a atividade fisica é bastante influenciada pela ingestdo de carboidratos (CHO). O
fornecimento de CHO no tempo correto e, principalmente, do tipo de carboidrato consumido pode
determinar a restauragdo completa do glicogénio muscular entre 24-48 h (lvy, 1999; Jentjens &

Jeukendrup, 2003).



Embora as adaptagbes bioquimicas e fisiologicas induzidas pelos diferentes tipos de
exercicios venham sendo bastante estudadas, os mecanismos moleculares que levam a essas
adaptacdes especificas ainda estdo em fase de discusséo e pobremente definidos (Nader & Esser,
2001; Ji, 2007; Favier et al., 2008). Uma via de sinalizagdo muito discutida na literatura no contexto
da resposta adaptativa molecular é a alteragdo no estado redox intracelular induzida pelo aumento
na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que acompanha o aumento da atividade

contratil muscular (Smith & Reid, 2006; Ji, 2007).
1.2. Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Radicais livres sdo moléculas organicas e inorganicas que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, e que sdo capazes de existir independentemente. O oxigénio molecular (O,) ou
oxigénio triplete pode ser considerado um radical livre, pois contém dois elétrons desemparelhados
de spins iguais, localizados em dois orbitais diferentes. Embora essa disposi¢do atbmica aumente
a reatividade dos radicais livres, de maneira geral, na molécula do O, essa configuragdo produz
uma condi¢do que impde que a entrada dos quatro elétrons na molécula de O, deve ser sempre
um de cada vez para a molécula do O, ser reduzida a H,O. Essa condicdo é chamada de restricdo
de spin, e possibilita a ocorréncia de moléculas constituidas de cadeias carbbnicas altamente
reduzidas em uma atmosfera com 21% de O, como a da Terra, apesar do alto potencial redox d o
par O,/H,O (E°=+0,82 mV) (Bianchi & Antunes, 1999; Gandra et al., 2006).

No entanto, O, pode dar origem a espécies radicalares mais reativas, ou por absorgéo de
energia ou por transferéncia de elétrons. Quando o O, no estado fundamental absorve energia
formam-se as espécies excitadas denominadas oxigénio singlete. Nessa forma a restricdo de spin
desaparece, o que lhes confere um maior poder oxidante. Outra via de formagdo de espécies
radicalares acontece durante a reducédo do O, Essa é a principal forma de producio de radicais
livres nos organismos Vvivos.

O inicio da produgdo de EROs nos organismos vivos esta atrelado a redugao
monoeletrénica do O,, que produz radical anion superoxido (*O;’) [Equagéo1].

Equagdo [1] 0z +1e —— "0y



Seguem abaixo as principais formas de produgdo de ‘O, induzida pelo exercicio,
discutidas na literatura:
Mitocdéndrias: Estudos mostraram que a mitocondria produz mais *O, quando a cadeia de
transporte de elétrons esta altamente reduzida, situacdo conhecida como estado respiratério 4
quando comparada ao estado 3 (altas demandas de ATP, como durante o exercicio) (Gandra et

al., 2006; Powers et al., 2011).

Enzima NADPH oxidase: Esta enzima esta presente em muitos compartimentos celulares como
membranas plasmaticas, endotélio celular, reticulo sarcoplasmatico e tubulos transversos, e
produz O, através da transferéncia de um elétron do NADPH para o O,. Nos tubulos transversos
sua atividade é aumentada com a despolarizagdo provocada pelo estimulo elétrico, que altera a
liberagdo de ca* pelo reticulo sarcoplasmatico através da oxidagao dos receptores de rianodina. A
NADPH oxidase quase sempre esta inativa, tornando-se ativa durante o exercicio, nos processos

pré-inflamatérios ou antimicrobianos (Gomes et al., 2012).

Enzima Xantina Oxidase: esta enzima participa da via das purinas. Catalisa a conversido de
hipoxantina em xantina e produz acido Urico como produto final. Em situacbes especiais como na
hipéxia com posterior reperfusdao de O,, parecido com o que ocorre em exercicios de alta
intensidade, isométricos, ou com fluxo sanguineo prejudicado devido a doencgas vasculares (Ji,
2000), sua conversdao da forma desidrogenase para xantina oxidase €& estimulada. A xantina
desidrogenase produz hipoxantina e acido Urico através da redugéo do NADP" em NADPH. Ja a
xantina oxidase libera os mesmos produtos finais, reduzindo o O, ao invés do NADP", resultando
assim na produgdo de ‘O, (Ji, 1999; Gandra et al., 2006). Exercicios intensos requerem alta
demanda de energia, que é suprida pela intensa hidrdlise de ATP e atividade da enzima
mioquinase, com consequente producao de AMP. Este ultimo, por sua vez, serd degradado na via

das purinas, contribuindo para a liberagéo de ‘O, como subproduto.

Neutrofilos e Resposta Inflamatdria: Em resposta aos danos teciduais causados, tanto pela
contracdo muscular quanto por infecgdes provocadas por bactérias e virus, o sistema imune instala

uma inflamacgao no local. O intuito é reparar os danos e remover as proteinas danificadas. Os



neutrofilos e células fagociticas nesse ambiente produzem *O, através do burst respiratério (Silva
& Macedo, 2011).

Existem outros mecanismos que podem contribuir para o aumento da producgdo de ‘O,
durante a realizagdo do exercicio fisico tais como o aumento da temperatura e concentragdo de
ca® (Supinski, 1998), enzima mitocondrial glicerol-3-fosfato desidrogenase ligada a membrana
(Jesina et al., 2004), enzima a-cetoglutarato desidrogenase do Ciclo de Krebs (Tretter & Adam-Vizi,
2004), cicloxigenases (COX) (Dupouy et al., 2006), enzima 6xido nitrico sintase (Reid, 1996), que
produz o radical 6xido nitrico (*NO), sendo que este também pode gerar peroxinitrito (ONOQO")
qguando associado ao ‘O, (Reid, 1998; Ichimori et al., 1999), processos dependentes da fosfolipase
A2 (Powers & Jackson, 2008; Powers et al., 2011), auto-oxidagdo da hemoglobina (Gandra et al.,
2006), auto-oxidagao de catecolaminas (Ji, 1999) e peroxissomos (Ji, 1999; Gandra et al., 2006).

0O *0, da inicio a formagao das outras duas Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Assim,
ao ser produzido em meio aquoso o ‘O, é rapidamente dismutado em H,O, e O, principalmente
pela acdo da enzima superéxido dismutase (SOD) [Equagéo 2].

Equacdo[2] 2°0; +2H" —2%E> H,0,+0,

O terceiro, e mais importante radical livre formado durante o processo de redugéo do O, é
o radical hidroxila ("OH). A geragcédo de *OH a partir do H,O, ocorre na presenga de metais de
transicdo presentes em grandes quantidades dentro das células como o Fe?* ou Cu?, através de
uma reagao conhecida como de Fenton [Equagéo 3].

Equagdo [3] Fe® +H,0, —> Fe®* +°OH + OH’

Considerando todas as EROs formadas, o *OH €& a espécie radicalar que tem maior poder
reativo, com um elevadissimo potencial de causar danos ao organismo, principalmente porque néo
existem enzimas capazes de elimina-lo. Apresenta baixa capacidade de difusao entre os tecidos, e
meia-vida curtissima (nano segundos), podendo atacar todas as moléculas biolégicas (Bianchi &
Antunes, 1999). Esse ataque ocorre frequentemente por abstragao de hidrogénio ou por adicdo em

insaturacdes (Barreiros et al., 2006).



1.2.1. Consequéncias do aumento da producao de EROs no organismo

Altas concentragées de ‘OH podem causar danos ao DNA, RNA, proteinas, lipidios e
membranas celulares do nucleo e mitocondrias. Todos os constituintes do DNA como as bases
nitrogenadas e a desoxirribose podem ser atacados. A interagdo com as bases nitrogenadas por
adicdo em insaturagdes pode levar a erros quando o DNA é copiado, introduzindo uma mutagéo.
J& a reacdo com o agucar pode causar a abstracdo de um dos atomos de hidrogénio e quase
sempre leva a ruptura da cadeia de DNA (Barreiros et al., 2006).

Nos aminoacidos e proteinas, o *OH pode gerar danos como clivagens de ligagdes, que
podem levar a perda de atividade enzimatica; dificuldades no transporte ativo através das
membranas celulares; alteracdo do metabolismo e morte celular (Halliwell & Guttteridge, 1999).
Além disso, pode induzir decréscimo no transporte de Ca* no reticulo sarcoplasmatico, alterar as
fun¢des mitocondriais, formar metabdlitos téxicos e alterar o metabolismo da glutationa intracelular
(Meister, 1983).

As membranas celulares e intracelulares possuem grandes quantidades de acidos graxos
poliinsaturados, constituindo alvo importante para o ataque oxidativo, um processo conhecido
como peroxidacio lipidica. 1sso acontece quando um *OH reage com um atomo de hidrogénio dos
acidos graxos poliinsaturados da membrana plasmatica, produzindo um radical peroxila (Gaté et
al., 1999). Este radical é altamente reativo e por ja estar localizado na membrana pode atacar outro
acido graxo e as proteinas de membrana. A peroxidagao lipidica diminui a fluidez das membranas
atacadas, alterando com isso a permeabilidade das mesmas a ions e pequenas moléculas e uma
gama de respostas celulares.

Como as EROs sao produzidas normalmente em condigbes fisiolégicas, cada vez esta
mais evidenciado que as EROs modulam o estado redox de proteinas de vias de transdugdo de
sinal, influenciando a expressao génica (Jackson, 1999; Reid, 2001). Evidencias experimentais tem
mostrado um efeito pronunciado nas vias metabdlicas relacionadas com a atividade ATPase,
liberagdo de Ca”, atividade da creatina quinase, biogénese mitocondrial e diferenciagéo da fibra

muscular (Taylor & Starnes, 2003; St-Pierre et al., 2006). Também tem sido proposto que as EROs



regulam o transporte de glicose para dentro das células, o fluxo sanguineo, e até mesmo a fungéo

contratil no musculo esquelético (Balon & Yerneni, 2001; Reid, 2001).
1.3. Antioxidantes

Segundo Halliwell (2000) antioxidante € qualquer substancia que, quando presente em
baixas concentragdes comparadas as do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidagdo do mesmo.

Os antioxidantes podem ser sintetizados in vivo e obtidos da dieta. A agdo antioxidante
pode ocorrer em trés niveis distintos: prevencdo da formagdo de EROs; eliminagdo das EROs
formadas; reparo das moléculas danificadas pelas EROs (Sies, 1993; Alderton et al., 2001). Em
seres humanos, a composicao das defesas antioxidantes (enzimatica e ndo enzimatica) difere de
tecido para tecido, de tipo de célula para tipo de célula e, possivelmente, de célula para célula do
mesmo tipo em dado tecido (Halliwell & Guttteridge, 1999).

1.3.1 Sistema de Defesa Antioxidante Enzimatico

O sistema enzimatico constitui a primeira linha de defesa antioxidante das células. As
principais enzimas antioxidantes que o compdem sao: superéxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa redutase.

Superdxido dismutase (SOD): ¢ uma metaloenzima presente no citosol (dependente de Cu** e
Zn2+) e nas mitocondrias (dependente de Mn2+), que catalisa a formagéo de H,O, e O, a partir da
dismutacdo do °*O,, diminuindo seus niveis abaixo de 10" M (Halliwell & Gutterridge, 1999).
[Equacao 2].

Catalase (CAT): é uma enzima extensivamente distribuida dentro das células, podendo ser
encontrada em maior concentragdo em fibras musculares tipo | (Powers & Jackson, 2008). Seu
mecanismo de acgao consiste em decompor o H,O, formado a O, e H,O [Equacéo 4].

Equagdo [4] H:0, —4T 5 H,0 + %40,

Sistema Glutationa Peroxidase/Glutationa Redutase (GPX/GR): Estas duas enzimas trabalham
de forma integrada juntamente com a glutationa reduzida (GSH). Estao presentes nas mitocéndrias
e citosol (Powers & Jackson, 2008). O selénio atua como cofator neste sistema, explicando a

importancia desse metal e sua atuagao como antioxidante nos organismos vivos (Barreiros et al.,



2006). A GPX catalisa a redugéo de hidroperdxidos organicos [reagao 5] e H,O, [reacdo 6] a alcool
e H,0, respectivamente, em uma reagédo que envolve o peptideo glutationa reduzida (GSH) como
substrato (Halliwell & Guttteridge, 1999; Alves et al., 2003). A glutationa oxidada (GSSG) é
reduzida novamente através da agao da enzima GR, tendo como doador de elétrons o NADPH
[reacdo 7]:

Equacdo [5] ROOH +2GSH —%* » GSSG +ROH + H,0
Equagdo [6] H,0,+2GSH —*» GSSG +2H,0
Equagdo [7] GSSG + NADPH + H* —% » 2GSH + NADP*

No tecido muscular as duas enzimas, GPX e GR, e seu substrato (GSH) sdo expressos
constitutivamente. Entretanto, sua distribuicdo tende a variar de acordo com as propriedades
metabdlicas do tecido analisado, exibindo atividades maiores em fibras mais oxidativas como as
fibras tipo | (Powers et al., 1999; Powers & Jackson, 2008).

1.3.2 Sistema de Defesa Antioxidante Nao-Enzimatico

Além dos antioxidantes enzimaticos existem os antioxidantes n&o enzimaticos,
coletivamente chamados de antioxidantes de baixo peso molecular (ABPM). As células
musculares, assim como outros tecidos e os fluidos corporais (plasma, saliva, sémen) possuem
antioxidantes importantes tais como glutationa reduzida (GSH), cisteina, acido urico, bilirrubina,
coenzima Q, acido lipdico, algumas proteinas, compostos fendlicos, vitamina C, vitamina E entre
outros. Os antioxidantes ndo enzimaticos plasmaticos presentes em maiores concentragbes sao a
vitamina C e o acido urico (Kohen & Nyska, 2002; Gomes et al., 2012).

Os ABPM séo importantes na protecdo contra EROs, pois estdo presentes nas células e
fluidos em concentragbes muito maiores que os antioxidantes enzimaticos. Os ABPM podem ser
sintetizados endogenamente ou advir da alimentagdo. Como os ABPM podem ser hidrofilicos ou
lipofilicos estdo presentes nos locais especificos em que os danos causados pelas EROs podem
ocorrer, exercendo um papel fundamental para a capacidade antioxidante total de sistemas

bioldgicos (Halliwell & Guttteridge, 1999; Gandra et al., 2004).
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1.4. Exercicio Fisico e Estresse Oxidativo

O termo “estresse oxidativo” pode ser caracterizado como “um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando ao rompimento do controle e
sinalizagao redox e aparecimento de danos moleculares” (Powers & Jackson, 2008).

Aumentos nos niveis de estresse oxidativo podem ocorrer devido ao aumento exacerbado
na produgcdo de EROs e outros radicais livres (exercicio intenso ou prolongado, patologias,
processos inflamatdrios) ou por uma deplecao da capacidade antioxidante dos sistemas de defesa
(doenca, dieta pobre, mobilizagado de acidos graxos no tecido adiposo) (Powers et al., 2004; Sen,
2001).

Desde o classico experimento conduzido por Hill et al. (1924), que mostrou aumento no
consumo total de O,, com rompimento da homeostasia ndo s6 do tecido muscular, mas também
em outros tecidos tais como o cardiaco, vasos sanguineos e o proprio sangue, varios estudos tem
investigado o potencial estressor do exercicio fisico e suas diversas formas de alteragdo na
homeostasia intracelular (Coyle, 2000; Gandra et al., 2006). Em resposta a estimulagéo elétrica,
por exemplo, miofibrilas cultivadas produziram EROs, bem como Espécies Reativas de Nitrogénio
(ERN) como o 6xido nitrico ("NO) (Silveira et al., 2003; Pattwell et al., 2004; Mcardle et al., 2005).

Diversos estudos (McAnulty et al., 2007; Powers & Jackson, 2008; Hudson et al., 2008;
Quindry et al, 2008) utilizando modelos animais e humanos demonstraram que diferentes
modalidades esportivas (ciclismo, corrida e exercicio resistido) e intensidades resultam em
aumentos dos biomarcadores de danos oxidativos tanto no sangue quanto no musculo esquelético.
Esses aumentos parecem ser dose-dependentes em relagdo aos incrementos de intensidade
(Alessio et al., 2000; Quindry et al., 2003) e duracao da atividade (Hessel et al., 2000). Na verdade,
aumentos em biomarcadores de ataque oxidativo sem o concomitante aumento na capacidade de
defesa antioxidante parecem resultar de protocolos de exercicio agudos, realizados até a
exaustao. Este tipo de atividade parece afetar o funcionamento de varias enzimas quando aplicado
tanto em animais sedentarios quanto em animais ja treinados (Criswell et al., 1993; Prada et al.,

2004).
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Trabalhos de Ji et al. (1990) e Alessio (1993) mostraram aumentos significativos na
concentracdo de malondialdeido em musculos de ratos sedentarios apds exercicio exaustivo,
apontando que niveis mais severos de peroxidagao lipidica parecem ser dependentes do estado
de treinamento do animal. Protocolos de exercicios agudos (aerébico ou resistido) mais recentes
também mostraram niveis aumentados de peroxidacéo lipidica (Miyazaki et al., 2001; Viitala et al.,
2004). Lamprecht et al. (2004) mostraram que individuos pouco treinados apresentaram niveis
maiores de danos musculares induzidos pelo estresso oxidativo quando comparado a individuos
treinados.

Por outro lado, animais e humanos engajados em um programa de treinamento de longo
prazo parecem mais resistentes ao estresse oxidativo, principalmente devido a adaptagéo de seu
sistema de defesa antioxidante (Jenkins, 1988; Miyazaki et al., 2001). Tecidos com maior taxa de
consumo de O, como figado, coragdo e cérebro expressam constitutivamente mais enzimas
antioxidantes do que os tecidos com menor consumo de oxigénio. O mesmo comportamento é
observado no musculo esquelético em relagdo a fibras oxidativas e glicogenoliticas. Porém, a
capacidade de defesa antioxidante enzimatica e ndo enzimatica do musculo é relativamente menor
do que em outros 6rgaos (Ji, 2002; Ferraresso et al., 2012).

Vale ressaltar que o aumento nos niveis de estresse oxidativo ndo ocorre apenas pelo
aumento da producdo de EROs, mas também pela alteragdo dos antioxidantes enddgenos e
consumo de antioxidantes dietéticos. Tendo em vista o exposto, a necessidade de estudos sobre
os efeitos do treinamento nos niveis de antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos parece
evidente para a compreensao dos efeitos de protocolos de treinamento sabidamente adaptativos e
sua relagao com o estresse oxidativo.

1.4.1. Efeitos Antagénicos da producao de EROs na adaptagcao ao exercicio

Sendo a atividade contratil um potente produtor de EROs e que varias vias de sinalizagao
redox celular sdo sensiveis a essa alteracdo oxidativa (Powers et al, 2011), vem sendo muito
discutido na literatura qual a influéncia que a geragdo de EROs induzida pelo exercicio teria na

adaptacado ao treinamento e performance atlética. Os trabalhos vém mostrando que a producgdo de
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radicais livres durante o exercicio fisico tem efeitos fundamentais na adaptagéo ao exercicio tantos
benéficos quanto maléficos.

As adaptagdes favoraveis induzidas pelas espécies reativas geradas pela contragédo
muscular ocorrem quando pequenas quantidade de EROs sdo produzidas. Nesta situagao, elas
exercem papel de moléculas de sinalizagdo intracelular, transmitindo sinais da membrana para o
nucleo. Dessa forma, estimulam fatores de transcricdo génica e consequentemente a cascata de
sinalizacdo para expressdo de genes relacionados a adaptacdo metabdlica, como a sintese de
enzimas de vias de produgado de ATP (Ji, 2008), do sistema de defesa antioxidante (Gomes et al.,
2012), mitogénese (Baar, 2004), angiogénese (Gomes et al.,, 2012), hipertrofia muscular (Sen &
Roy, 2005) e conversao de fibras (Ji, 2008).

Parece que a influéncia da concentracdo de EROs é dose dependente na produgao de
forca. Um pequeno aumento na producdo de EROs parece ser necessario para uma produgio
aumentada de forga a contragdo muscular. Enquanto, excesso de EROs geradas pelo exercicio
resultam em declinio na produgdo de forga pelo musculo esquelético e aumento da fadiga
muscular comprometendo a fung¢éo contratil muscular e prejudicando a performance (Reid et al.,
2002; Powers et al., 2004; Powers et al., 2011). Segundo Powers et al. (2008), fadiga muscular é a
“redugao da producéao da forga muscular maxima induzida pelo exercicio”.

Resumindo, qualquer desvio do balango redox otimo pode levar a uma redugdo na
producéo de forca e aumento da fadiga no musculo esquelético. Porém, isso ndo ocorre apenas
pela alteracdo na produgdo de EROs, mas também pelo comportamento dos antioxidantes

enddgenos e no consumo de antioxidantes dietéticos.
1.5. Exercicio Fisico e Suplementagao

As suplementagdes no exercicio tem o objetivo de contribuir para uma melhora do
desempenho, para uma melhor adaptacdo aos estimulos de treino e para proteger contra lesdes
indesejadas. No caso de suplementos para recuperacédo do glicogénio muscular e hepatico, esta
bem documentado na literatura que a ingestao de carboidratos de moderado a alto indice glicémico
[IG] (0,7 — 1,5 g/kg de massa corporal), em intervalos frequentes (30 a 60 minutos), durante um

periodo de recuperagdo de até 2h pods-esforgco permite uma maior reposicao de glicogénio
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(Jentjens & Jeukendrup, 2003). Na pratica desportiva, normalmente séo utilizadas solugdes de
monossacarideos ou de amidos como a maltodextrina, em diluicdes apropriadas. Alguns estudos
mostraram taxas similares de sintese de glicogénio muscular apds a ingestéo, tanto da glicose
quanto da sacarose (moderado IG) (Blom et al., 1987; Casey et al., 2000), embora a sacarose
contenha quantidades equimolares de glicose e frutose.

A suplementacgéao, principalmente com antioxidantes, € um assunto que vem sendo muito
debatido na literatura. Tem sido grande a atencéo dispensada na investigagdo sobre sua eficacia
tanto na protegcdo contra EROs quanto na melhoria do desempenho em sujeitos treinados.
Evidencias sugerem que a suplementagao antioxidante deve, de fato, atenuar algumas adaptagées
em tecido vascular e musculo esquelético (Meilhac, 2001; Gomez-Cabrera et al., 2005). Segundo
Peake et al. (2007) parece que individuos destreinados devam ser mais responsivos a
suplementagao antioxidantes que atletas treinados em endurance.

Estudos mostram que alguns tipos de suplementagao antioxidante podem retardar a fadiga
muscular causada pelo exercicio fisico e melhorar performance (Wang et al., 2008; Davis et al.,
2009a; Yu et al., 2010) e preservar a fungao contratil do musculo esquelético (Powers et al., 2004).
Porém, a eficacia da suplementagédo antioxidante em retardar a fadiga muscular, depende das
propriedades quimicas do antioxidante utilizado (Powers et al., 2011).

Ramires & Ji (2001) publicaram uma pesquisa analisando o efeito da suplementagéo
antioxidante (GSH) e do treinamento por 10 semanas. Os resultados apontaram para melhora
significativa em todos os paradmetros analisados no grupo treinado e suplementado comparado aos
grupos somente treinados, somente suplementados ou que nao passaram pelo treinamento e nem
ingeriram o suplemento.

Para Nikolaidis et al. (2012) o principal fator que influencia nas respostas da
suplementagao antioxidante é a dose de antioxidantes utilizada. Também é necessario considerar
que o sucesso da suplementacao antioxidante depende do tipo de exercicio e da extensao do dano
muscular gerado (Peake et al., 2007). Além disso, é necessario ter cautela na utilizacdo de
suplementos antioxidantes, pois dependendo das condicdes e dose, os mesmos podem atuar

como pro-oxidantes (Decker, 1997).
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Apesar dos tépicos exercicio, estresse oxidativo, suplementacdo antioxidante e sucesso
esportivo serem colocados na midia como ja totalmente esclarecidos e correlacionados, na
literatura cientifica ainda permanecem muitas duvidas. Alguns estudos sugerem efeitos
ergogénicos da suplementagédo antioxidante (Novelli et al., 1990; Devi et al., 2003) outros nao
encontraram efeitos na performance (Clarkson, 1995; Ashton et al., 1999), e outros demonstraram
prejuizos no desempenho (Coombe et al., 2002; Marshall et al., 2002). Essa diversidade de
resultados se deve a uma grande variedade de protocolos com diferentes intensidades e duragbes
do exercicio, status de treinamento e antioxidante dos individuos avaliados, dieta, género, tecido
analisado, tipo e dose de antioxidante suplementado. Assim, muitos estudos ainda s&o necessarios
para elucidar melhor a relagdo entre estes assuntos e os mecanismos envolvidos.

Outros fatores que influenciam as respostas de pesquisas com suplementagdo de uma
maneira geral, parecem estar relacionados com: momentos das suplementagdes (antes, durante
e/ou apods exercicio); periodo de suplementagdo (dias, semanas); biodisponibilidade dos
nutrientes/antioxidantes durante o exercicio; tipos de metabdlitos formados; onde e como foram
gerados esses metabdlitos; analise e métodos para a identificagdao dos danos (Bianchi & Antunes,
1999; Peake et al., 2007).

1.5.1. Caldo de Cana de A¢uicar como bebida pés-treino

O caldo de cana contém em sua composi¢ao uma quantidade significativa de sacarose,
que corresponde a cerca de 70% a 91% de seus sélidos soluveis, e em média 65% a 75% de
4gua. A cana também contém glicose (2% a 4%), frutose (2% a 4%), sais minerais (K*, P, Fe**,
Mg*, Na*, CI' e Ca*") (3% a 5%), proteinas (0,5% a 0,6%), amido (0,001% a 0,05%), ceras e
lipidios (0,05% a 0,15%), corantes (principalmente compostos polifendlicos) (3% a 5%), vitaminas
do complexo B e ascorbato (Franco, 2001). Além desses, a cana de agucar contem acidos
fendlicos, flavondides e outros compostos fendlicos. O consumo de 250 mL de caldo de cana
resulta na ingestdo de 40 mg de fendlicos (160 mg/ L), assim o caldo de cana representaria uma

importante fonte desses compostos antioxidantes na dieta (Duarte-Almeida et al., 2006).
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Em vista dessa riqueza de nutrientes em sua composi¢do, algumas pesquisas vém sendo
desenvolvidas para investigar a possibilidade de utilizacdo do caldo cana como suplemento
esportivo.

Um trabalho inicial do grupo (Stancanelli et al., 2006) avaliou o efeito do caldo de cana
como repositor das reservas de glicogénio que foram depletadas durante a atividade fisica. Nesse
contexto, mostrou que o consumo crénico de caldo de cana por jogadores de futebol pds-treino ou
pos-jogos durante todo o campeonato, além de ser bem aceito por todos, contribuiu para uma
diminuicdo nas concentragdes plasmaticas de uréia (catabdlito proveniente da protedlise).

Mais interessante ainda, quando os mesmos autores submeteram animais a uma série de
exercicio exaustivo agudo o grupo de animais ndo suplementados exibiu aumento na atividade
plasmatica da CK, com uma grande variabilidade na resposta intra-grupo mesmo apés 48 h de
recuperagdo com alimentacdo ad libidum. Ja o grupo suplementado com caldo de cana
imediatamente apds o exercicio apresentou valores de atividade plasmatica da CK proximos aos
valores do grupo controle, com uma grande homogeneidade na resposta em qualquer um dos
tempos analisados pds-exercicio [3, 6, 24 e 48 h]. A suplementacdo com caldo de cana (0,7 g/kg
peso) foi eficiente em aumentar os estoques de glicogénio muscular apés 1 h de recuperacéo de
uma unica série de exercicio exaustivo, principalmente nos musculos que foram mais depletados
durante o exercicio.

Outro estudo também envolvendo os efeitos da suplementagdo com caldo de cana, os
resultados apontaram que este alimento foi tao eficiente quanto a maltodextrina e a frutose como
bebida pds treino, substancias popularmente utilizadas para este fim no meio esportivo (Iniciacédo
Cientifica: Normand ACR, 2007; Tese de Mestrado: Machado EA, 2009). Além de repor os
estoques de glicogénio muscular a suplementacdo com caldo de cana também estimulou a
recuperagdo do glicogénio hepatico. Contudo, os dados obtidos até esse momento avaliaram
apenas os efeitos do uso do caldo de cana como repositor de glicogénio, e apenas quando o
exercicio foi realizado de forma aguda, indicando efeitos positivos deste alimento como alternativa

aos suplementos existentes no mercado.



16

Neste contexto, abriu-se caminho para a investigacéo dos efeitos dos seus componentes,
relacionados tanto com a porgao de carboidratos como com a porgéao antioxidante, num protocolo
de exercicio cronico, que foi o foco deste presente trabalho. Para isso, utilizamos como controle
positivo das por¢des de carboidratos e antioxidante presentes no caldo de cana, a maltodextrina e
a quercetina, respectivamente.

A maltodextrina (IG alto) € um polimero de glicose fabricado industrialmente a partir do
amido da mandioca ou do milho. E desprovida de outros nutrientes, como sais minerais, vitaminas,
proteinas. A quercetina € um dos flavonoides mais utilizados na investigagdo dos mecanismos de
agao antioxidante. Ela é também o principal flavonoide consumido na dieta humana (50 a 500
mg/dia), representando cerca de 95% dos flavonoides ingeridos na alimentacéo.

E importante ressaltar que sdo escassos na literatura estudos que se preocuparam em
analisar parAmetros de estresse oxidativo em varios tecidos e fluidos em animais submetidos a um

protocolo de treino e suplementados como foi feito nesse estudo.
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2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi investigar e caracterizar os efeitos da ingesta de caldo
de cana durante as trés ultimas semanas de um protocolo de treinamento planejado e com as
variaveis controladas, em esteira rolante sem inclinagdo com duragdo de nove semanas, em
parametros de estresse oxidativo no sangue, figado e musculos de ratos Wistar.

Para alcancar esse objetivo foram investigados:

1- A eficiéncia do treinamento proposto em aumentar o desempenho, por meio de um

teste de performance realizado no decorrer das semanas de treino;

2- O equilibrio e a qualidade do treinamento, por meio de marcadores de lesdo muscular

(concentragéo de creatina quinase no plasma), estado catabdlico (concentragéo de
ureia no plasma) e ataque oxidativo (nivel de peroxidagao lipidica no sangue, figado e
musculos);

3- Capacidade do organismo em se defender de um possivel aumento na produgéo de

EROs induzida pelo exercicio, por meio da quantificacdo da atividade de enzimas
antioxidantes (catalase e glutationa redutase) no sangue, figado e musculos, e dos
antioxidantes ndo enzimaticos plasmaticos (acido urico e capacidade antioxidante total

— FRAP).



18

3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Foram adquiridos 53 ratos da linhagem Wistar, machos. Porém, foram utilizados 48
animais, divididos em 5 grupos: grupo controle ativo (CA, n=12), grupo controle treinado (CT -
exercitado seguido de gavagem com agua, n=9), grupo caldo de cana (CC - exercitado seguido de
gavagem com caldo de cana, n=9), grupo maltodextrina (M - exercitado seguido de gavagem com
maltodextrina, n=9) e grupo quercetina (Q - exercitado seguido de gavagem com quercetina, n=9).
Os animais foram adquiridos com 4 semanas de idade, do Centro de Bioterismo da Unicamp e
acomodados em biotério climatizado a 25°C (+1), com controle de ciclo de luz claro:escuro de 12
horas invertido, com dieta padrédo (ragédo Nuvital - Nuvilab CR-1 Autoclavavel) e agua ad libitum.
Permaneceram no nosso biotério para aclimatagdo por mais 4 semanas antes do inicio do periodo
de adaptagcdo a esteira rolante. Os protocolos experimentais utilizados com os animais foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do IB-UNICAMP

[Protocolo 1446-1(A) — Anexo 1].
3.2 Protocolo de treinamento

Com 8 semanas de idade, todos os 53 animais passaram por um periodo de adaptacao a
esteira com duragado de 2 semanas, na qual correram a 12 m/min por 10 min, 5 dias por semana. O
objetivo dessa fase de adaptagao foi excluir os animais que n&o corriam voluntariamente,
selecionando para o treinamento somente aqueles aptos a correr. Assim, 5 animais foram
excluidos e os experimentos conduzidos com 48 animais.

Desses 48 animais, 12 foram aleatoriamente selecionados para o grupo CA. Os outros 36
animais participaram do protocolo de exercicio e somente no inicio da 72 semana de treino foram

aleatoriamente subdivididos entre os grupos CT, CC, M, Q.



19

4sem
1

8sem

16sem 18sem 19sem

idade dos animais

] J1 ]| | [ |

K \
Animais \l’
retirados do
CEMIB Periodo de
adaptacédo ao
biotério do

Periodo de
adaptacao a
esteira e selecdo

Treinamento
(semanas 1a 4)

T2 Inicio
suplementagao
Treinamento
(semana 9)
Treinamento

T3 \l/ T4 /sacrifio

departamento dos animais (semanas 5 e 6)

Treinamento
(semanas 7 e 8)

Figura 1. Desenho experimental do protocolo de treinamento. T1=teste de performance antes do treino; T2 =
teste de performance apds a quarta semana; T3=teste de performance apds a oitava semana e T4=teste de
performance apds a nona semana.

O protocolo de treinamento continuo em esteira rolante, sem inclinagao, consistiu nas nove
primeiras semanas do protocolo de treinamento fisico ja estabelecido na literatura (Hohl et al.,
2009) e que investigou parametros diferentes dos propostos neste trabalho. Foram selecionadas
as primeiras nove semanas por ser o periodo do protocolo que corresponde a fase adaptativa do
treinamento, na qual os animais ainda estdo obtendo ganho de performance. O grupo CA que nao
participou do treinamento, realizou apenas uma vivéncia na esteira, 3 vezes na semana a 12 m/
min por 10 min.

No inicio de cada sess&o de exercicio foi feito um aquecimento com duragéo de 3 min a 12
m/min e a partir dai seguiram os incrementos conforme a Tabela 1. Nas primeiras quatro semanas
houve aumento da intensidade (de 15 m/min a 25 m/min) e duracdo (de 20 minutos a 60 minutos)
do esforgo com uma sessao de treino por dia, 5 dias por semana e 24 horas de recuperagao entre
as sessdes. Da quinta a oitava semanas foram mantidas a mesma intensidade (25 m/min) e
duracdo (60 minutos) atingidas na quarta semana com uma sessao diaria de treino, 5 dias por
semana e 24 horas de recuperagao entre as sessdes. Na nona semana de treino a intensidade (25
m/min) e duragado (60 minutos) foram mantidas, porém o numero de sessdes de treino aumentou

de uma para duas sessodes ao dia com quatro horas de recuperagéo entre elas, 5 dias na semana.



20

Tabela 1. Protocolo de treinamento fisico (Hohl et al., 2009).

Duragdo do treino Velocidade de Carga semanal de Recuperacédo entre Sessbes Teste de

Semana por sessdo (min) corrida (m/min) treinamento (m) as sessoes (h) diarias Performance

Adaptacgéo (2 sem) 10 12 600 24 1

1 20 15 7.500 24 1 T
2 30 20 3.000 24 1
3 45 22,5 5.062,50 24 1

4 60 25 7.500 24 1 T2

5-8 60 25 7.500 24 1 T3

9 60 25 15.000 4 2 T4

3.3. Teste de Performance

E de extrema importancia avaliar se o treinamento realizado estad sendo eficaz para
alcangar objetivo proposto, que no caso do presente trabalho tinha como objetivo aumentar a
performance. Para isso, nds realizamos um teste em quatro momentos chaves do treinamento:
antes do inicio do treinamento (T1), apds o periodo de aumento de sobrecarga (T2, semanas 1 a
4), apés o periodo de manutencdo de sobrecargas (T3, semanas 5 a 8) e apds uma nova
sobrecarga de treinamento (T4, semana 9).

Neste teste, quantificamos o desempenho dos animais durante o protocolo de treinamento
(Hohl et al., 2009). Cada teste de performance consistiu em uma sesséo de exercicio incremental,
em esteira rolante, até os animais atingirem a exaustdo conforme descrito na Tabela 2. O teste foi
iniciado com velocidade de 12 m/min e a cada 2 minutos a velocidade de corrida era acrescida em
1 m/min, até ser atingida a velocidade de 20 m/min. A partir dai, os incrementos de velocidade
eram de 2 m/min a cada 3 minutos. Foi considerada exaustao a permanéncia do animal na grade
traseira (eletrificada) da esteira, sem movimento de seus membros por pelo menos 10 segundos,
ou quando os animais encostavam na grade 5 vezes em 1 minuto (Liu et al., 2000). Ao final dos
testes, os animais foram colocados novamente em suas gaiolas com dieta padrdo e agua ad

libitum.
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Tabela 2. Descricao dos estagios do teste de performance (Hohl et al., 2009).

Estagio Velocidade de Duracéao do Estagio Velocidade de Duracéao do

corrida (m/min)  estimulo (min) corrida (m/min) estimulo (min)
1 12 2 8 19 2
2 13 2 9 20 2
3 14 2 10 22 3
4 15 2 11 24 3
5 16 2 12 26 3
6 17 2 13 28 3
7 18 2

A quantificagdo de desempenho foi feita a partir de uma variavel relacionada ao trabalho
mecanico realizado pelos animais no teste, conforme a equagéo T (kg*m) = M x Dy, onde M =

massa do animal e Dt a somatdria do trabalho realizado em cada estagio do teste de performance

(Hohl et al., 2009).

3.4 Suplementacgao

As suplementagdes foram realizadas na 72, 8% e 92 semanas de treino. Optamos por
apenas 3 semanas de suplementacao devido alguns trabalhos sugerirem que duas semanas de
suplementagéo antioxidante é o tempo minimo para se observar um efeito (Peake et al., 2007) e
também por n&o saber como o0s animais reagiriam a gavagem sendo realizada todos os dias. As
semanas finais do treinamento foram escolhidas para suplementagéo, no intuito de preparar os
animais para um novo incremento de intensidade de treinamento que ocorreu na nona semana de
treino com a insergédo da 22 sessdo de exercicio didria e, portanto o0 momento em que os animais
necessitariam de uma melhor recuperagcdo entre os estimulos. As gavagens foram realizadas
sempre apdés o término da sessdo de exercicio ou teste de performance. Na 92 semana, a
suplementagéo ocorreu somente apos a segunda sessdo de treino do dia.

As suplementagdes com caldo de cana, quercetina ou maltodextrina foram introduzidas

diretamente no estébmago do rato, por gavagem estomacal, como mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Procedimento de gavagem apos a sessao de treino.

O caldo de cana foi comprado sempre algumas horas antes do inicio do experimento e no
mesmo estabelecimento comercial, para evitar a variagdo da espécie da planta. As solugbes de
quercetina e maltodextrina foram preparadas antes do inicio de cada sessao de exercicio.

Para analisar a quantidade de carboidratos presentes no caldo de cana aferimos a
porcentagem de sdlidos soluveis presentes na amostra, expressos como Graus Brix (°Brix),
utilizando um Refratdbmetro de bancada. No caso do caldo de cana a maior parte dos sélidos
soluveis é representado pela sacarose. A solugdo de maltodextrina foi diluida na concentragéo
utilizada pelos atletas no meio esportivo, 10g CHO/100 mL agua e serviu como controle para o
carboidrato presente no caldo. A dose de carboidrato suplementada nos grupos caldo de cana e
maltodextrina seguiram a recomendacéo da literatura de 0,7 g CHO/ kg peso corporal para
ingestéo pos-atividade fisica (Jentjens & Jeukendrup, 2003).

Como ndo ha um consenso na literatura em relagao a dose ideal para suplementagdo com
antioxidante apds os treinos optamos por uma solugao de quercetina na mesma concentragao de
antioxidantes encontrada no caldo de cana, para servir como controle indireto dos antioxidantes do
caldo. Adotamos como referencia para a concentragdo de antioxidantes do caldo de cana o valor
de 0,16 mg antioxidantes/mL, como quantificado por (Duarte-Almeida et al., 2006). Dessa forma, o
volume da solugdo de quercetina a ser utilizado na gavagem foi igual ao volume da solugao
oferecida ao grupo caldo de cana.

O grupo Controle Treinado (CT) ingeriu apenas agua, € serviu como grupo controle do
treinamento. Os animais desse grupo receberam o mesmo volume de liquido ingerido pelo grupo

suplementado com caldo de cana.
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3.5. Avaliagao “in vitro” da presenga de antioxidantes no Caldo de Cana,

Quercetina e na Maltodextrina

Para avaliar “in vitro” a presenca de propriedades antioxidantes no caldo de cana,
quercetina e maltodextrina utilizamos o ensaio espectrofotométrico do radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH), que é um teste simples e amplamente empregado para analise de efeito
antioxidante em produtos naturais (Mello et al., 2005). O DPPH é um radical livre estavel, ndo
natural, cujas propriedades diferem dos radicais de oxigénio altamente reativos como os radicais
hidroxila, alcoxila e superdxido (Joyeux et al., 1995).

O principio do método fundamenta-se na propriedade do DPPH apresentar uma forte
absorgao no espectro visivel 517 nm, caracterizado por uma coloragéo violacea intensa, devido a
presenca de elétrons livres. Quando o DPPH é colocado em presenga de substancias capazes de
sequestrar radicais livres sua absorg¢ao € inibida, resultando em coloragdo amarelo palido, numa
descoloragao estequiométrica em relagcdo ao numero de elétrons retirados e independente de
qualquer atividade enzimatica. O grau de descoloragdo indica a capacidade sequestradora de
radical livre (Mello et al., 2005), ou seja, a presencga de propriedades antioxidantes.

DPPH + AH —» DPPH-H + A’

Aliquotas de 30 pL com diferentes concentragbes de caldo de cana, quercetina e
maltodextrina, foram adicionadas a 500 pL de tampao acetato 0,1 M (pH= 5,5), 500 pL etanol e 250
ML de solugéo etandlica de DPPH 0,5 mM. A mistura foi agitada vigorosamente no vértex. Apés 10
minutos as medidas de absorbancia foram realizadas em um espectrofotémetro UV-VIS (Beckman
DU-640 Spectrophotometer). A redugao do DPPH" foi acompanhada pelo monitoramento da
diminuigdo da absorbancia a 517 nm (As,7), obtendo uma curva de decaimento da concentragéo de
DPPH, expressa em % de atividade sequestradora (% AS) (Mello et al., 2005). Todos os ensaios

foram conduzidos em triplicatas.
3.6. Coleta de sangue e retirada das amostras de tecidos

Os animais foram sacrificados 24h apds o ultimo teste de performance (T4) realizado dois

dias apos a nona semana de treino. Os ratos foram anestesiados com Zoletil 50° (1:1, 125 mg:125
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mg, tiletamina e zolazepam) e Cloridrato de Xilazina, nas dosagens de 50 mg/kg e 11 mg/kg peso
corporal, respectivamente, ambos por via intramuscular (Normand et al., 2009), e permaneceram
em gaiolas individuais até a anestesia profunda (em torno de 5 minutos). Os reflexos monitorados
foram o corneal, auricular, pingamento abdominal, caudal e pedal.

Apods anestesia total a coleta foi iniciada com a abertura da caixa toracica. O sangue foi
coletado por pungdo cardiaca, no ventriculo esquerdo, e transferido para tubos heparinizados
(Vaccuette Greiner Bio-one) e imediatamente centrifugado (Centrifuga CT — 6000R) a 1800 g por
10 minutos a 4°C para separagao do plasma e células sanguineas. Apés a retirada do plasma as
hemacias foram lavadas com solug¢ado gelada de Tampéao Fosfato 0,1M com NaCl 0,9%, pH 7,4, e
centrifugadas a 1800 g, desprezando-se, em seguida, o sobrenadante. O processo de lavagem das
hemacias foi repetido trés vezes. Aliquotas de 500 pyL foram retiradas e hemolisadas com agua
purificada pelo sistema Milli-Q (Millipore Milli-Q Académic) na proporgao 1:1 (v/v), diretamente em
microtubos (Axygen, INC, USA).

Imediatamente apds a retirada do sangue foram colhidas as amostras dos tecidos hepatico
e muscular. As coletas seguiram sempre a mesma ordem: figado (Fig), plantar (P), gastrocnémio
porgcdo branca (GB) e por¢ao vermelha (GV), das patas traseiras, direita e esquerda. A amostra de
tecido hepatico foi coletada do lobo superior esquerdo. Os tecidos musculares coletados da pata
direita foram utilizados para quantificagdo dos estoques de glicogénio. Ja os musculos da pata
esquerda foram processados para analise da peroxidagao lipidica e atividades enzimaticas.

As amostras de plasma, hemolisado e tecidos foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a - 80°C, em biofreezer (Harris — Ultra Low), até serem

processadas.
3.7. Preparo dos homogenatos dos tecidos

Preparo dos homogenatos para analise das enzimas antioxidantes: 60 mg de tecido muscular

(plantar e gastrocnémio vermelho) e 90 mg de tecido hepatico foram imersos em 3 ml de solugédo
contendo K,HPO, (39 mM), EDTA acido (1 mM), sacarose (440 mM), pH 7,4 e 1 yL PMSF
(phenylmethylsulfonilfluoride) [200mM]. O tecido foi homogeneizado com Politron (Polytron PT-MR

2100) por 30 s com as amostras imersas no gelo. Em seguida, os homogenatos foram
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centrifugados por 10 minutos a 790 g e 4°C, transferidos para microtubos, congelados em N,

liquido e armazenados a - 80°C em biofreezer até serem processados.

Preparo dos homogenatos para quantificacdo da peroxidacdo lipidica: 60 a 200 mg de tecido

(figado e musculos plantar e gastrocnémio vermelho) foram imersos em KCL (1,15%) 10% [m:v] e
1 uL PMSF (phenylmethylsulfonilfluoride) [200mM]. O tecido foi homogeneizado com Politron
(Polytron PT-MR 2100) por 30 segundos com as amostras imersas no gelo. Em seguida, os
homogenatos foram transferidos para microtubos, congelados em N, liquido e armazenados a -

80°C em biofreezer até serem processados.
3.8. Ataque Oxidativo: Quantificacao dos peroxidos de lipidios (TBARS)

Concentracdo de substancias que reagem ao 4cido tiobarbiturico (TBARS) no plasma: método

baseado na reacao dos produtos de peroxidagao lipidica com o &cido tiobarbiturico (TBA) (Yagi,
1987), que resultam ao final do processo numa solugdo avermelhada acompanhada

fluorimétricamente (A=515 nm de excitagao; A=553 nm de emissao).

Concentracdo de substidncias que reagem ao dcido tiobarbiturico (TBARS) no figado e musculos

plantar e gastrocnémio vermelho: quantificado conforme os métodos descritos por Ohkawa et al.

(1979) e Uchiyama & Mihara (1978). O principio do método é a reacao de peroxidos de lipidios
com o 4&acido tiobarbiturico (TBA) produzindo um pigmento vermelho mensurado em
espectrofotdmetro (diferenca entre as absorbancias nos comprimentos de onda de 520 nm e

535nm).

3.9. Quantificagcao da capacidade antioxidante total do plasma - capacidade

do plasma em reduzir o ferro (FRAP)

O método proposto por Benzie & Strain (1996) tem como objetivo medir a capacidade do
plasma em reduzir o ion férrico (Fe+3). Nele, quando um complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe+3 -
TPTZ) é reduzido a forma ferroso (Fe+2 — TPTZ), em baixo pH, uma cor azul intensa com absorgéo

maxima a 593 nm é desenvolvida, podendo ser mensurada.
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3.10. Quantificagao da Atividade da Enzima Glutationa Redutase (GR)

Os ensaios foram conduzidos de acordo com Smith et al. (1988). O principio do método
baseia-se no aumento da absorbancia a 412 nm, quando 5,5’-ditiobis(2-acidonitrobenzdéico) [DTNB]

é reduzido pela Glutationa (GSH).

3.11. Quantificagao da Atividade da Enzima Catalase (CAT)

De acordo com o método criado por Aebi (1984), a decomposi¢ao do H,O, foi seguida em

espectrofotdmetro pela diminuicao na absorbancia a 240 nm.
3.12. Quantificagao da Concentragao de Glicogénio nos tecidos

A quantificagdo das concentragbes de glicogénio nos tecidos foi feita pelo método

espectrofotométrico (A=490 nm) proposto por Lo et al. (1970).

3.13. Analises Bioquimicas

Para determinacdo das concentragcbes de ureia, acido urico e da atividade da enzima
creatina quinase (CK) no plasma foram utilizados kits comerciais apropriados da marca Wiener
Lab® (Rosario, Argentina). Todas as andlises foram realizadas no aparelho automatizado Autolab

(Boehringer Mannheim) com a utilizagao de soro controle.
3.14. Padronizacao dos Experimentos e Analise de Confianga

Para os ensaios acima descritos, 3.9-3.13, todos os procedimentos experimentais foram
padronizados buscando-se as melhores condi¢cdes (volume de amostra e/ou tempo de reagéo)
para que fosse possivel obter uma boa confiabilidade nos resultados encontrados. Os dados
obtidos e a descricdo detalhada de cada procedimento assim como o calculo das atividades

enzimaticas encontram-se no anexo Il.

3.15. Analise Estatistica

Alguns dados foram apresentados de forma descritiva em graficos do tipo boxplot, feitos
pelo programa MatLab 7 (The MathWorks, Natick, Massachusetts, USA). Este tipo de gréfico

permite visualizar a variabilidade da resposta intra-grupo, impossivel de ser realizada apenas com
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os valores da média. Assim, o grafico tipo boxplot mostra a mediana (linha vermelha) dos dados e

sua divisdo em quartis, conforme mostrado na Figura 3.

iy

+

Figura 3. Grafico representativo da analise realizada em boxplot.

O espaco em branco dentro das caixas representa 50% dos dados, 25% acima e 25%
abaixo da mediana (linha em vermelha). As duas linhas tracejadas representam os 50% dos
valores mais distantes. A parte achatada nas caixas (*) representa o intervalo de confianga da
mediana. A nao sobreposi¢ao dos intervalos de confianca de 95% da mediana poderia ter sido o
critério de aceitacao de diferencas estatisticamente significantes (Mcgill et al., 1978).

Andlises estatisticas também foram feitas utilizando-se o programa GraphPad Prism
versdo 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA). Para verificar se a
distribuicdo dos dados eram paramétricas ou ndo paramétricas foi realizado o teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para os dados paramétricos a comparacao entre dois grupos foi
feita através do Teste t ndo pareado e valor de p bicaudal. Para comparar mais de 2 grupos
paramétricos foi realizado o teste ANOVA one-way com poés-teste de Tukey. Para os dados néo
paramétricos, houve inicialmente a tentativa de transformag¢ao em dados paramétricos (log Y, raiz
Y e 1/Y). Os dados que puderam ser transformados utilizamos novamente o Teste t ndo pareado e
valor de p bicaudal (comparagdo de 2 grupos) ou ANOVA one-way com pos-teste de Tukey
(comparar mais de 2 grupos experimentais). Porém, os dados que permaneceram n&o
paramétricos, mesmo apos as tentativas de transformacéo, foi adotado o Teste Mann-Whitney e
valor de p bicaudal (comparagéo de 2 grupos) ou o teste Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn’s

(comparar mais de 2 grupos). Valores de p < 0,05 foram considerados diferengas significativas.
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4.1. Avaliacao “in vitro” da presencga de antioxidantes no Caldo de Cana,

Quercetina e Maltodextrina
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A Figura 4 apresenta a presenca de propriedade antioxidante nos diferentes suplementos:

Caldo de Cana (CC), Quercetina (Q) e Maltodextrina (M).
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Figura 4. Curva de decaimento da concentragdo de
DPPH na presenga de (A) caldo de cana (21g CHO/100
ml caldo de cana - °Brix) [0,16 mg antioxidantes/ mL
caldo de cana (Duarte-Almeida, 2006); (B)
maltodextrina  (10g CHO/100 ml solucdo de
maltodextrina - °Brix); (C) solu¢do quercetina [0,16 mg
antioxidantes/ mL caldo de cana (Duarte-Almeida et al.,
2006).

Observa-se uma diminuicdo da absorbancia (As17) com o aumento nas concentragdes de

caldo de cana e quercetina. Interessante considerar que a solugao de quercetina na concentragao

de 0,16mg apresentou uma taxa de diminuicdo As¢; similar a do caldo de cana nas concentragdes

utilizadas nesse estudo (0,7 g CHO/ kg peso corporal). Ja a solugdo de maltodextrina (10%),
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conforme esperado, ndo apresentou nenhuma atividade antioxidante. Esses dados reforcam o
teste do DPPH para uma avaliagao rapida “in vitro” da capacidade antioxidante de suplementos

alimentares.

4.2. Efeito do protocolo de treinamento e da suplementagidao sobre a

Performance

A Figura 5 descreve o desempenho dos animais do grupo controle adaptado (CA) e dos
grupos treinados com e sem suplementacdes, no teste de performance realizado em quatro
momentos diferentes ao longo do protocolo de treinamento: antes do inicio do protocolo (T1) e

apos a quarta (T2), oitava (T3) e nona (T4) semanas de treinamento.

Performance
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Figura 5. Desempenho dos animais obtidos por meio de uma variavel correspondente ao trabalho
mecanico (Kg*m) realizado no teste de performance antes do treinamento (T1) e apds a quarta (T2),
oitava (T3) e nona (T4) semanas de treinamento dos grupos controle ativo [CA (n=12); preto], controle
treinado [CT (n=9); vermelho], e treinados e suplementados com quercetina [Q (n=9); laranja], treinado e
suplementado com caldo de cana [CC (n=9); verde], treinado e suplementado com maltodextrina [M
(n=9); azul]. ANOVA one-way e pos teste de Tukey.

Podemos observar que antes do inicio do treinamento ndo havia diferengas no teste de
desempenho entre os animais. O grupo controle ativo (CA) ndo apresentou aumento significativo
no desempenho no decorrer das 9 semanas de treinamento. Ja os animais treinados apresentaram
valores de desempenho significativamente acima aos do grupo CA (p<0,0001). Nao houve
diferenca significativa no desempenho comparando a 8% e a 92 semanas de treinamento entre si,

porém a performance em ambas semanas foi significativamente maior do que na quarta semana
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(p<0,0001). Nao houve diferencgas significativas no desempenho entre os grupos CT, CC, Q e M,

em nenhum dos momentos analisados.

4.3. Efeitos do treinamento e da suplementagdo sobre as reservas de

glicogénio hepatico e musculares

A Tabela 3 apresenta as concentragdes de glicogénio no figado e nos musculos plantar,
gastrocnémio vermelho e gastrocnémio branco, representativos de predominéncias de fibras tipo |,
lla e lIb, respectivamente, dos animais do grupo CA, grupo CT e grupos Q, CC, M apés 9 semanas
de treinamento.

Tabela 3. Concentracao de glicogénio no figado (FIG) e nos musculos plantar (P), gastrocnémio

vermelho (GV) e gastrocnémio branco (GB) nos grupos controle ativo (CA), controle treinado
(CT), treinado e suplementado com quercetina (Q), caldo de cana (CC) ou maltodextrina (M) .

Glicogénio (mmol/ kg tecido)

Grupos n FIG P GV GB
CA n=12 197 + 39 28,927 25,4 + 5,3 30,7 £ 3,0
CT n=9 295 + 148 39,7 £ 6,97 33,7 + 6,3 37,0 £4,8
cc n=9 316 + 143 39,4 + 5,42 31,9+8,5 32,2+ 11,7
Q n=9 273 + 153 42,3+ 6,5 29,1+ 4,1 40,1+5,4°
M n=9 317 + 167 41,2 + 5,5 34,8 £ 5,9° 42,7 + 6,6*°

Resultados apresentados em Med + DP. Letras representam diferenga significativa entre os
grupos (p< 0,05). Letra a representa diferenga significativa comparado ao grupo CA; b
representa diferenga significativa comparado ao grupo CC (Teste t ndo pareado e valor de p
bicaudal).

Observa-se que os estoques de glicogénio estavam significativamente maiores em todos
os grupos treinados (CT, Q, CC, M) no musculo plantar, nos grupos CT e M do musculo GV e nos
grupos Q e M do musculo GB quando comparados aos dos animais do grupo CA nos mesmos
tecidos. Em todos os grupos treinados o glicogénio do FIG, nos grupos Q e CC do musculo GV e
nos grupos CT e CC do musculo GB houve uma tendéncia de aumento dos estoques de glicogénio
apos o treinamento, embora os dados n&do mostrem significancia estatistica.

A suplementacdo alterou a replegdo dos estoques de glicogénio muscular induzida
somente pelo treinamento em alguns tecidos. No musculo GB, promoveu aumento significativo da

reserva de glicogénio apenas no grupo que ingeriu Maltodextrina. J& no musculo GV, os animais
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que ingeriram Caldo de Cana e Quercetina apresentaram aumento dos estoques de glicogénio,
porém néo suficiente para ser estatisticamente maior que o grupo CA, no entanto também néo sao

estatisticamente menores que os grupos CT e M.

E importante ressaltar que além do desempenho e das concentracdes de glicogénio todos
os outros parametros analisados nesse estudo ndo apresentaram nem efeito adicional nem
prejudicial das suplementagdes em relagéo aos efeitos do treinamento, em nenhum dos tecidos
analisados ou nas amostras de sangue. Dessa forma, decidimos apresentar os resultados obtidos
sobre parametros de estresse oxidativo e outros marcadores bioquimicos dos grupos treinados
com e sem suplementagdo como se fosse um Unico grupo com 36 animais, denominado de
Treinados (T). Acreditamos que as informagdes apresentadas s&o conclusivas em relagdo aos
efeitos adaptativos desse protocolo de treinamento, pois se relacionam a um volume robusto de
animais respondendo da mesma maneira. Ressaltamos, no entanto, que todos os resultados sobre
marcadores bioquimicos e de estresse oxidativo que serdo apresentados de forma agrupada estao

apresentados separadamente em cada grupo e tecido correspondente nas Tabelas do Anexo lll.

4.4. Efeitos do treinamento sobre os marcadores de estado catabodlico e

sobrecarga muscular

A Tabela 4 apresenta os dados das concentragdes de uréia como marcador de estado
catabolico acentuado e atividade plasmatica da enzima creatina quinase como marcador de

sobrecarga muscular, obtidos 24h apés o ultimo teste de performance (T4).

Tabela 4. Concentracdo de uréia e enzima creatina quinase (CK) no plasma.
Marcadores Bioquimicos

Grupos Uréia (mg/ dL) CK (U/ dL)
CA 534 415 + 351

Sangue
***45 + 6 315 £ 149

Resultados apresentados em Med + DP. Grupo controle ativo (CA; n=12);
grupo treinado (T; n=36). *** representa diferenga significativa comparado ao
grupo CA (p< 0,0005) (Teste t ndo pareado e valor de p bicaudal).
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Observa-se uma diminuicao significativa nos valores plasmaticos de ureia nos animais do grupo T.
Embora as diferengas ndo tenham sido significativas, os dados mostraram uma diminui¢do na

média dos dados relacionados a atividade da enzima CK apéds o protocolo de treinamento fisico.

4.5. Efeitos do treinamento sobre os marcadores sanguineos, hepaticos e

musculares de estresse oxidativo

A Tabela 5 apresenta os resultados da concentragdo de TBARs encontrados no sangue,
figado e nos musculos gastrocnémio vermelho e plantar dos animais que foram submetidos ao
protocolo de 9 semanas de treinamento comparados aos valores dos animais do grupo controle

ativo (CA).

Tabela 5. Peroxidagéo lipicia no plasma (Sangue), no figado (Fig) e nos musculos
plantar (P) e gastrocnémio vermelho (GV) dos grupos controle ativo (CA) e treinado (T).

Ataque Oxidativos - [TBARS]

Sangue Fig GV P
[MDA] (nmol/ ml plasma) (M) (M) (M)
CA 8,2+24 10,5+ 2,0 0,063 £ 0,026 28,9%9,4
T 7620 12,0+ 4,9 0,060 £ 0,025 26,1 £ 14,1

Resultados apresentados em Med + DP. Grupo controle ativo (CA; n=12); grupo treinado
(T; n=36). Teste Mann-Whitney e valor de p bicaudal (sangue). Teste t ndo pareado e
valor de p bicaudal (Figado e musculos).

Observa-se que ndo houve alteracdo significativa nas concentragbes de TBARS nos
tecidos e de MDA no plasma apods 9 semanas de treinamento quando comparada com a resposta
dos animais do grupo CA.

A Tabela 6 apresenta a resposta antioxidante enzimatica representada pelas enzimas
catalase (CAT) e glutationa redutase (GR), e a resposta de antioxidantes ndo enzimaticos,
representada pelas concentragdes plasmaticas de acido urico e a capacidade antioxidante total do

plasma mensurada pelo método do FRAP.
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Tabela 6. Atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa redutase (GR) no sangue, fiigado e musculos
gastrocnémio vermelho e plantar. Capacidade antioxidante total (FRAP) e concentragao de acido Urico no plasma.

Sistema de Defesa Antioxidante

CAT GR FRAP Acido Urico
(U/ g Hb) / (U/ g tecido) (U/ gHb) / (U/ gtecido)  Eg. Trolox (uM) (mg/ dL)
CA (4,7 £ 0,8)10° 37,1+211 378 + 40 1,7+0,5
Sangue 5 Kkk *kk *hk
T **(7.8 +0,2)10 11,8 £9,0 263 + 49 1,1+0,4
Fiaado CA (6,4 +0,6)10° 575 + 52
1
9 T *%(5,6 + 0,5)10° 609 + 56
& CA (1,6 £ 0,4)10* 204 £ 26
T (2,0 £ 0,7)10* *167 + 43
CA 160 + 37 24+0,3
Plantar I —
T 170 + 61 **21+0,2

Resultados apresentados em Med + DP. Grupo controle ativo (CA; n=12); grupo treinado (T; n=36).

*** representa diferenca significativa comparado ao grupo CA (p< 0,001); ** representa diferenga significativa comparado
ao grupo CA (p< 0,01); * representa diferenga significativa comparado ao grupo CA (p< 0,05). Teste t ndo pareado e valor
de p bicaudal para todos os parametros.

Os animais do grupo treinado apresentaram redugéo significativa na atividade da enzima
CAT no figado, mas ndo nos musculos. A atividade da enzima CAT das hemacias aumentou
significativamente quando comparado ao grupo CA. Ja a atividade da enzima GR diminuiu nas
hemacias e nos musculos gastrocnémio vermelho e plantar. Observa-se que a capacidade
antioxidante total do plasma (FRAP) e a concentragdo de acido uarico plasmatico também

diminuiram significativamente quando comparadas ao grupo CA.
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5. Discussao

No processo de investigacao cientifica devemos criar hipoteses que devem ser testadas
empiricamente para interpretar determinados fendmenos da natureza. Em nosso estudo nossa
hipétese foi que a suplementagao com caldo de cana (0,7g/kg peso), realizada de forma crénica
(durante 3 semanas) produziria um efeito adicional ao do treinamento sobre a performance e/ou
em marcadores de estresse oxidativo. Para controlar as possiveis agdes relacionadas com a
porcéo carboidrato ou antioxidante do caldo comparamos também os efeitos das suplementagdes
com maltodextrina ou quercetina, respectivamente.

Pesquisadores tém buscado estratégias para, por exemplo, maximizar os estoques de
glicogénio muscular e/ou melhorar a capacidade de defesa antioxidante do organismo, evitando
assim a instalagdo de um quadro de estresse oxidativo prejudicial ao organismo. Nesse contexto o
caldo de cana além de ser um produto genuinamente nacional, é de baixo custo, e tem boa
aceitagao pela populagao brasileira, além de sua matéria-prima (cana-de-agucar) ser produzida em
grande escala no pais. Além de conter uma grande quantidade de sacarose possui também
atividade antioxidante, conforme mostrado na Figura 4.

Os resultados sobre a eficacia de diferentes suplementagdes em sujeitos bem treinados
ainda sdo muito contraditérios, devido a grande diversidade de variaveis analisadas e protocolos
experimentais utilizados na literatura (dose, momento de suplementagao, tipo de antioxidante,
status nutricional e dietético, intensidade e duragédo dos exercicios, género e tecidos analisados).
De um lado parece que a suplementacgéo antioxidante, por exemplo, pode auxiliar na promogéao de
adaptacdes positivas. Por outro lado pode assumir o papel de vila, e prejudicar as adaptacdes
benéficas conhecidamente induzidas pelo treinamento fisico, atuando como pré-oxidante. Alguns
autores propdem que a agao antioxidante da suplementacdo pode inibir vias de sinalizagao
sensiveis ao estado redox da célula, responsaveis pelas adaptagdes contra futuros danos
oxidativos (Radak et al., 2005; Padilla & Mickleborough, 2007).

N&o encontramos trabalhos na literatura com esse desenho experimental (ratos

submetidos a 9 semanas de treinamento com carga monitorada e suplementados uma vez ao dia,
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sempre apos a sessdo de exercicios, durante as 3 ultimas semanas de treino) e avaliagdo de
parametros de estresse oxidativo em sangue, figado e musculos concomitantemente. Nessas
condi¢gdes experimentais ndo detectamos diferengas entre o desempenho dos grupos que
ingeriram caldo de cana (CC), maltodextrina (M) ou quercetina (Q) em relagdo ao grupo treinado
(CT), que ingeriu apenas agua. Alguns estudos também n&o mostraram efeito da suplementacao
antioxidante no desempenho esportivo (Cureton et al., 2009; Ganio et al., 2010). Ambos os estudos
foram realizados com humanos néo treinados, que ingeriram 1 g/ dia de quercetina por 7-16 dias e
6 dias, respectivamente.

Alguns estudos da literatura encontraram efeitos positivos da suplementagdo com
antioxidantes sobre o desempenho. Davis et al. (2009b) mostraram que uma semana de
suplementacdo de quercetina nas doses de 12,5mg ou 25mg por dia foi capaz de promover
aumento significativo na performance de camundongos. Nieman et al. (2010) também mostraram
que 1 g/dia de quercetina por 2 semanas resultou em um modesto, mas significativo, aumento da
performance num teste de 12 minutos em esteira rolante. Ryan et al. (2010) encontraram uma
melhora no desempenho de ratos suplementados com vitamina C e E (antioxidantes) submetidos a
um exercicio de 80 contragdes maximas por sessao de treino, trés vezes por semana durante 4
semanas e meia.

Por outro lado, outros estudos encontraram efeito negativo sobre a performance em virtude
da suplementagdo com antioxidantes. Gomez-Cabrera et al. (2008) investigaram a administragéo
de doses diarias de vitamina C (0,24 mg/ cm? de area corporea) em ratos Wistar. Concluiram que a
suplementagéo antioxidante prejudicou a capacidade de endurance dos animais apds 6 semanas
de treinamento de endurance, em esteira rolante, comparado ao grupo ndo suplementado. Ristow
et al. (2009) também encontraram uma resposta negativa na performance muscular de humanos
saudaveis apdés 4 semanas de treinamento intenso e suplementagdo com uma combinagédo de
antioxidantes (1000 mg/dia vitamina C e 400 U/ dia vitamina E).

Resultados apresentados em muitos artigos diferem dos encontrados neste estudo,
provavelmente devido ao protocolo de treinamento que, no nosso caso, se mostrou claramente

adaptativo. E principalmente as doses de suplementos utilizados, muito maior nos estudos acima
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que a empregada no presente estudo. Nossa hipétese, quando confrontada com os dados obtidos
empiricamente nao foi confirmada. No entanto, nossos dados indicaram claramente que o
treinamento ndo induziu um quadro de estresse oxidativo, mas sim de resposta adaptativa no
sistema de defesa antioxidante, e que as suplementagbes n&o induziram nenhum efeito adicional
aos efeitos adaptativos do treinamento. Por outro lado, também nao induziram nenhum efeito
prejudicial.

N&o é demérito do pesquisador que a hipétese inicial ndo seja comprovada, desde que
este entenda o fendbmeno ocorrido, e busque informagdes que auxiliem a explica-lo. Além da dose
baixa de antioxidantes (0,16 mg/ml quercetina), outros fatores podem ter contribuido para a
auséncia de efeitos tais como: periodo de suplementagédo (3 semanas), momento da gavagem
(p6s-treino), frequéncia de suplementacdo (uma vez ao dia), status de treinamento (ratos n&o
sedentarios), treinamento muito equilibrado e/ou a associagéo de todos esses fatores (Peake et al.,
2007; Powers et al., 2004).

Cabe ressaltar ainda que a diminuicao para 4h de descanso entre duas sessdes de treino
de igual volume nao alterou o desempenho atingido na 82 semana, sugerindo que a 92 semana
pode ser inclusive suprimida quando o objetivo é utilizar um protocolo de efeito adaptativo.

Outra informagéo importante é que durante o treinamento foram atentamente observados o
desempenho de cada animal no decorrer das sessGes de treino. Todos esses dados foram
registrados num diario para cada animal. Apesar de nao ter sido encontrada diferenca estatistica
no desempenho realizado pelos animais treinados durante o teste de performance, analisando os
registros das sessbes de treino, podemos sugerir, com seguranca, que todos os animais
suplementados (CC, Q e M) apresentaram maior tranquilidade em realizar e finalizar as sessbes de
treino comparado aos animais do grupo que apenas ingeriu agua (CT).

O protocolo de treino utilizado nesse estudo corresponde as primeiras 9 semanas de um
protocolo de overtraining desenvolvido na esteira para ratos e publicado por pesquisadores do
nosso laboratério (Hohl et al. 2009, Ferraresso et al. 2012). Resultados prévios mostraram
aumento de desempenho associado a aumento na atividade das enzimas citrato sintase e

complexo IV mitocondrial no musculo gastrocnémio vermelho. O desempenho crescente do grupo
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treinado nos testes de performance (T2, T3 e T4) reproduziu o comportamento ja demonstrado
nesses estudos, permitindo concluir que a melhora da performance de endurance é decorrente do
aumento da capacidade oxidativa.

Porém, Hohl et al. (2009) e Ferraresso et al. (2012) ndo investigaram o comportamento de
outros marcadores bioquimicos e de estresse oxidativo apdés a 92 semana de treino. Caracterizar
as adaptagbes metabdlicas e antioxidantes adquiridas pelos animais na nona semana de
treinamento é extremamente importante para o grupo de pesquisa, por corresponder ao periodo
adaptativo do protocolo de overtraining. Como todas as variaveis foram cuidadosamente
controladas, pudemos agrupar os dados de todos os animais treinados e suplementados em um
unico grupo com um n final de 36 animais. Isso permitiu que fizéssemos nesse estudo uma
interpretacdo robusta dos efeitos do protocolo de treinamento utilizado sobre a performance e em
marcadores de estresse oxidativo em diferentes tecidos e sangue.

Apresentamos abaixo um resumo do quadro adaptativo induzido pelo protocolo de

treinamento (Figura 6).

ADAPTACOES INDUZIDAS PELO TREINAMENTO DE ENDURANCE

Sangue Figado Musculos
| I I

 CAT J cAT <> CAT
J GR <> GR JGR
<> TBARS <> TBARS <> TBARS
\l/ FRAP /[\ Glicogénio /]\ Glicogénio
\l/ Acido Urico
\l, Uréia
<> CK

Figura 6. Resumo das repostas adaptativas induzidas pelo protocolo de endurance de 9 semanas.
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Podemos observar que durante as 9 semanas de treinamento o sistema de defesa
antioxidante foi modulado, promovendo como resposta adaptativa redugdo dos antioxidantes néo
enzimaticos, e alteragdo na atividade antioxidante das enzimas GR e CAT no sangue, figado e
musculo, garantindo que os niveis de estresse oxidativo ndo se alterassem em funcgao do esforgo
fisico realizado.

A creatina quinase (CK) & uma enzima localizada no citosol das células e quantificar sua
presenca no sangue é um recurso muito utilizado para detectar lesdo ou alteragdo muscular
(Petibois, 2003). A manutencdo dos niveis séricos de CK 24 horas apds o Ultimo teste de
performance (T4) nos animais do grupo treinado indica que os animais estao preservados do ponto
de vista de integridade muscular. Esses dados sugerem que o treinamento obedeceu uma relagéo
equilibrada entre estimulo/tempo de recuperagao, proporcionando uma resposta adaptativa
eficiente e o efeito desejo: aumento do desempenho. Os dados referentes as concentragdes de
ureia também reforgcam o estado adaptativo induzido pelo treino, visto que indicam uma atenuacéao
do ambiente catabdlico dos animais do grupo CT.

Alguns autores nao consideram a CK apenas um marcador de lesdo muscular, mas
também um marcador indireto de estresse oxidativo. Isso porque a peroxidagao lipidica induzida
pelos radicais livres nas membranas celulares provocam danos que a tornam mais permeaveis,
proporcionando maior liberagdo de CK do meio intracelular para o sangue (Finaud et al., 2006).
Marzatico et al. (1997) e Santos-Silva et al. (2001) encontraram niveis basais de peroxidagao
lipidica maiores entre atletas treinados em diferentes modalidades comparados a individuos
sedentarios. Ao contrario, nossos dados mostraram que n&o houve alteragao dos niveis basais de
TBARS em nenhum dos tecidos analisados em funcéo do treinamento assim como os resultados
obtidos por Miyazaki et al. (2001) apdés 12 semanas de treinamento, sugerindo que 0 nosso
protocolo de treinamento de endurance n&o promoveu ataque oxidativo significativo nas
biomembranas.

Segundo a literatura é esperado que um Uunico estimulo seja capaz de induzir varias
adaptacdes no metabolismo da glicose, como por exemplo, a translocagao dos transportadores de

glicose (GLUT4) para o sarcolema (Jentjens & Jenkendrup, 2003). Com a realizagcdo de estimulos
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consecutivos como no processo de treinamento é esperado um aumento das reservas de
glicogénio devido ao estimulo da supercompensagdo e também efeitos sobre o padrao de
utilizagédo das fontes energéticas, promovendo aumento do consumo das reservas lipidicas, devido
a uma maior eficiéncia da lipdlise, e consequentemente economia dos estoques de glicogénio com
menor contribuigdo absoluta das vias glicoliticas em esforgos de mesma magnitude.

O glicogénio muscular é o principal substrato utilizado no fornecimento de ATP em
exercicios de intensidade moderada a intensa e estd diretamente associado a fadiga e
performance no esporte (Bergstro et al., 1967; Costill, 1988). Sua replegdo tem um peso
importante no processo de recuperagao apods exercicios (Jentjens & Jenkendrup, 2003). A prépria
contragdo muscular e a deplegcao das reservas de glicogénio sdo os principais estimulos para a
ressintese do glicogénio imediatamente apds sessbes de exercicios. Ambos promovem a
translocagdo dos transportadores de glicose GLUT4 para a membrana celular, o que favorece a
supercompensacao dos estoques de glicogénio.

Sabe-se que a atividade contratil muscular gera EROs, que interfere no metabolismo da
glicogénio por alterar a sensibilidade da célula a insulina e a translocag¢édo dos transportadores de
GLUT4 do meio intracelular para o sarcolema (Nikolaidis et al., 2012). Uma baixa produgéo de
EROs também aumenta a sensibilidade das células a insulina e estimula o transporte de glicose
para dentro do tecido muscular, aumentando a captagéo de glicose pelo musculo, favorecendo
com isso a supercompensacgao dos estoques de glicogénio. Por outro lado, EROs produzidas em
excesso prejudicam o transporte de glicose e aumentam a resisténcia a insulina, prejudicando a
ressintese de glicogénio, produzindo com isso uma associagao entre estresse oxidativo e fadiga
muscular (Houstis et al., 2006).

Nossos dados confirmaram que o treinamento induziu supercompensagao de glicogénio
em todos os tecidos analisados provavelmente por uma maior capacidade de ressintese de
glicogénio e maior economia dessas reservas durante os esfor¢cos. As suplementacées nem
aumentaram nem prejudicaram a ressintese de glicogénio em nenhum dos tecidos analisados.
Esses dados reforgam que a resposta adaptativa de supercompensagéo de glicogénio foi induzida

apenas pelo treinamento, e ndo em decorréncia das suplementagdes e que um treinamento
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equilibrado induz adaptagdes positivas sem produzir estresse oxidativo que necessite aumento da
ingestao dietética de antioxidantes para combater um possivel aumento no ataque oxidativo as
estruturas celulares.

O protocolo de treinamento utilizado neste trabalho produziu um estado redox 6timo, de
forma que nem a ingestdo de suplementos dietéticos a partir da 72 semana de treinamento foi
capaz de alterar significativamente o desempenho dos animais. Sabemos que um ligeiro aumento
na formagao de EROs é importante para a produgéo de forga (Powers et al., 2011). Na realidade
postula-se que um aumento no estado redox para um estado um pouco mais oxidado seja
extremamente importante para as adaptagdes favoraveis ao treinamento (Powers et al., 2011). As
EROs ativam cascatas de sinalizagdo que ativam a expressao de genes relacionados a sintese de
enzimas de vias de produgdo de ATP, do proprio sistema de defesa antioxidante, mitogénese,
angiogénese, hipertrofia muscular e interconversao de fibras (Ji, 2008), translocacdo de GLUT4
para a membrana (Holloszy, 2005) e o aumento da sensibilidade a insulina (Nikolaidis et al., 2012)
0 que também poderia explicar o aumento significativo nas reservas de glicogénio no grupo CT.

Os estudos que investigam os niveis de peroxidagao lipidica em fungdo do exercicio
apresentam resultados muito variados e controversos, devido a grande variabilidade dos
protocolos experimentais de treinamento como: intensidade e duragao dos exercicios, status de
treinamento dos sujeitos avaliados, género e tecido analisado. Isso criou uma enorme limitacao
para a comparacgao dos nossos dados com os dados da literatura. Ja os nossos dados referentes
aos marcadores do status antioxidante caminham em sentido contrario ao de alguns estudos da
literatura, que apontam que o treinamento de endurance induz aumento da atividade de enzimas
antioxidantes em varios tecidos (Finaud et al., 2006; Taysi et al., 2008; Ryan et al., 2010)

No estudo de revisdo feito por Finaud et al. (2006) os autores demonstraram que a
adaptacao positiva do sistema antioxidante parece estar relacionada com o volume e intensidade
do treinamento, sendo os protocolos mais longos os que resultam em melhor resposta adaptativa.
Para exemplificar isso Finaud et al. (2006) analisaram dois protocolos de treinamento aerébico
diferentes. O protocolo de 8 semanas promoveu aumento de performance, porém sem aumento na

capacidade de defesa do sistema antioxidante, ja outro protocolo apontou que 10 semanas de
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treinamento aerdbico foi capaz de melhorar performance e ainda aumentar a atividade dos
antioxidantes.

Nossos dados mostraram queda na capacidade antioxidante total do plasma (FRAP) apds
as nove semanas de treinamento. Corroborando com isso, encontramos redugao da concentragcao
de 4cido urico, um dos mais importantes antioxidantes ndo enzimaticos, juntamente com a GSH.
As suplementagées ndo foram capazes de alterar esse efeito, embora Wilms et al. (2005)
observaram que 11 mg/ dia de quercetina, ingerida na forma de suco de frutas ricas em quercetina
durante 28 dias, tenha sido eficiente para aumentar a capacidade antioxidante total do plasma.
Nikolaidis et al. (2007) encontraram redug¢do da razao GSH:GSSG nos primeiros 3 dias apds
sessoes repetidas de exercicio no sangue de humanos. Isso reflete diminuigdo dos estoques de
GSH e aumento da concentragao de GSSG.

Provavelmente, da mesma forma que houve reducdo do FRAP pode ter havido também
diminuicdo das reservas de GSH. Redugbes nas concentragdes de GSH prejudicam o sistema
GPX/GR (Powers et al., 1999; Nikolaidis et al., 2007), o que poderia justificar a queda na atividade
da GR que observamos nos eritrocitos de ratos treinados, acarretando aumento na concentragéo
H,O, no sangue e com isso aumento na atividade da CAT. No entanto, ndo mensuramos a
concentragdo de GSH no sangue para confirmar essa hipétese.

Alguns trabalhos que investigaram a atividade basal de enzimas antioxidantes em
eritrécitos de individuos treinados (Tauler et al., 1999; Tauler et al., 2005; Tauler et al., 2006)
mostraram que a atividade da SOD é bem menor do que a atividade da GR e CAT. Especulamos
que a baixa atividade da SOD nos eritrécitos somada a queda na capacidade de defesa dos
antioxidantes ndo enzimaticos (diminuicdo do FRAP e acido urico) e a uma catélise diminuida por
parte do sistema GPX/GR sé&o fatores que associados podem ter resultado em aumento de outras
espécies EROs no sangue, além do H,O,, como por exemplo o radical &nion superoxido. Segundo
Tauler et al. (1999), aumento na concentracédo de ‘O, ativa a CAT. Assim, podemos especular que
houve uma acéo conjunta do *O," e do H,O, elevados na promogao de uma resposta adaptativa de

aumento da atividade da CAT no eritrécito de ratos, com o intuito de favorecer a decomposicéo do
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excesso de peroxido supostamente formados, e impedir tanto sua difusdo pela célula quanto
atenuar a produgéao do radical hidroxila, uma das EROs mais danosas aos tecidos.

Os resultados de atividade enzimatica no sangue apresentados neste trabalho coincidem
com os resultados encontrados por Zoppi et al. (2003), no qual acompanharam a atividade das
enzimas GR e CAT nas heméacias, durante 5 meses de treinamento e competicdo, em jogadores
de futebol profissional. Zoppi et al. (2003) mostraram que nos primeiros 3 meses ndo houve
alteracdo estatistica na atividade dessas enzimas. Ja a partir do quarto més, a GR teve sua
atividade diminuida enquanto a atividade da CAT foi aumentada, ambas significativamente.

Em relacdo a atividade enzimatica nos musculos, nove semanas de treinamento de
intensidade moderada n&o foram suficientes para promover adaptagéo na atividade antioxidante da
enzima CAT, mas diminuiu significativamente a atividade enzimatica da GR no musculo plantar.
Acreditamos que se o treinamento continuasse por mais algumas semanas essa adaptacao seria
alcangada.

Nossos dados mostraram que também ndo houve um aumento nos niveis de estresse
oxidativo no figado dos animais treinados, uma vez que os niveis de peroxidacao lipidica avaliados
pela concentracdo de TBARs nao apresentaram diferengas em relagdo ao grupo que nao realizou
atividade fisica. Niveis baixos de peroxidacéo lipidica justificam a resposta das atividades das
enzimas CAT e GR encontradas nesse grupo. Essa resposta, aliada aos resultados apresentados
no trabalho publicado por Ferraresso et al. (2012) permitem sugerir que a SOD parecer ser mais
sensivel ao treinamento que as demais enzimas antioxidantes.

Provavelmente a manutengdo da atividade da enzima antioxidante GR no figado foi
propiciada pela intensidade moderada do treinamento. Podemos observar também que o valor
basal da atividade da GR no figado é extremamente mais alto do que nos outros tecidos
analisados. Assim, deve ser necessario uma altissima produgcdo de EROs para forgcar o aumento
da atividade enzimatica da GR a uma eficiéncia catalitica ainda maior. Ja a diminui¢cdo da atividade
da CAT no figado, provavelmente foi ocasionada pela baixa produ¢cdao de EROs induzida pelo
treinamento aerébico de intensidade moderada. E provavel que o sistema GPX/GR, com alta

atividade no figado, tenha combatido as EROs produzidas durante o exercicio, ndo permitindo que
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a concentragcdo de H,O, aumentasse o suficiente para ativar a CAT. Entdo, a sub-utilizagdo da
CAT nessa situagao pode ter promovido a diminuigdo de sua atividade catalitica observada neste
trabalho. Essa hipotese pode ser sustentada pelo resultado de peroxidagao lipidica encontrada no
figado, que ndo apontou ataque oxidativo as moléculas lipidicas.

Os dados apresentados nesse estudo em conjunto com os resultados publicados por
Ferrareso et al. (2012) reforgam a importdncia do conhecimento do comportamento de
biomarcadores metabdlicos e de estresse oxidativo e de um acompanhamento interdisciplinar com
diferentes profissionais envolvidos para a boa performance de atletas ou sujeitos submetidos a
protocolos de treinamento diario sistematizado e evitar a instalagdo de uma situagdo néo
adaptativa, como a Sindrome do Overtraining.

Os valores de atividade antioxidante da enzima GR e CAT no sangue dos animais dos
grupos suplementados ndo apresentaram diferenga significativa quando comparados aos valores
do grupo treinado e nado suplementado. No tecido muscular e no figado, o protocolo de
suplementagédo antioxidante utilizado no presente estudo, também nao foi capaz de alterar as
respostas adaptativas das enzimas antioxidante induzidas pelo treinamento (grupo CT).

Tauler et al. (2006) demonstraram em seu trabalho que as enzimas antioxidantes dos
eritrocitos sdo mais responsivas as adaptacbes promovidas pelo treinamento do que pela
suplementagdo antioxidante. Boots et al. (2008) mostraram que a suplementagdo com
antioxidantes, como a quercetina, pode promover uma deplecdo das reservas de GSH e o ataque
aos grupamentos sulfidrila de enzimas. Sabe-se que a atividade da GR esta diretamente ligada as
concentragbes de GSH (Powers et al,, 1999). Podemos observar, principalmente pelos nossos
resultados de GR no sangue, que a dose suplementada n&o induziu redugdo na atividade desta
enzima sendo o treinamento fisico o Unico responsavel por essa adaptacdo enzimatica.

Corroborando com nossos resultados, Yfant et al. (2010) demonstraram que a
suplementacado com antioxidantes n&o alteraram as adaptag¢des ao treinamento de endurance em
homens jovens treinados. Também Wadley & McConell (2010) demonstraram que altas doses de
vitamina C ndo impediram a biogénese mitocondrial em musculo esquelético de ratos submetidos a

um treinamento de endurance. Bailey et al. (2011) também ndo encontraram melhora nos
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marcadores de estresse oxidativo, inflamacdo ou recuperagdo muscular apés 90 minutos de
exercicios de tiros intervalados em homens suplementados com vitaminas C e E durante 6
semanas. Ao contrario do que observamos, Zaidi et al. (2005) encontraram diminui¢des na
atividade da CAT, SOD, niveis de GSH e peroxidagao lipidica em figado ratos que foram
submetidos a um estresse (imobilizagdo) e suplementados com antioxidantes. Os autores
concluiram que a suplementagdo apresentou uma agao positiva. Novamente, provavelmente as
doses utilizadas no presente estudo ndo foram suficientes nem para promover um efeito adicional
nem para atenuar a sinalizagao celular que estimula adaptagdes positivas, uma vez que ndo foram
observadas diferengas entre os grupos suplementados e o grupo controle treinado.

N&o esta estabelecido na literatura, se o treinamento de endurance diminui o estresse
oxidativo por reduzir a produgao de radicais livres ou pelo aumento da capacidade do sistema de
defesa antioxidante em combater os radicais livres formados. Nossos dados de manutencdo dos
niveis de peroxidacao lipidica proximos a valores basais em todos os tecidos analisados, aliado a
resposta do sistema de defesa antioxidante ao treinamento convergem para uma diminuicdo do
status antioxidante como responsavel pela manutencdo dos niveis de estresse oxidativo
praticamente inalterados. Especulamos que isso possibilitou um estado redox um pouco mais
oxidado como efeito adaptativo, que contribuiu para o aumento na performance. Isso traz um
alerta: com o incremento das sobrecargas de treino para otimizar ainda mais o desempenho a
atencao deve ser redobrada também nos momentos de descanso e alimentagcéo para preservar os
animais e a performance previamente adquirida.

Os resultados apresentados nesse estudo reforcam a necessidade de grande cautela no
diagnéstico e utilizagdo da suplementagdo antioxidante para individuos bem treinados, pois doses
excessivas de antioxidantes podem ter efeito inverso. Ao invés de atuar como antioxidantes os
mesmos podem agir como pré-oxidantes, provocando efeitos deletérios no organismo (Decker,
1997). Para obter respostas positivas da ingestdo de um suplemento é importante conhecer a
quantidade adequada a ser ingerida. Porém, o grande problema da suplementagédo é que para a
maioria dos compostos esta quantidade otima ainda n&o é conhecida. Além disso, nossos

resultados indicam que quando um treinamento é equilibrado, os ratos ndo necessitam de
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suplementagdo de CHO e/ou antioxidantes para acelerar o processo de recuperagdo entre
estimulos diarios com o objetivo de aumento no desempenho.

Neste sentido, mais estudos precisam ser realizados para se verificar a quantidade 6tima
de antioxidantes que devem ser ingeridas para que possamos investigar um possivel efeito positivo
destes compostos, principalmente de flavonoides e polifendis, na resposta adaptativa ao
treinamento. Concomitante a isto, devemos nos preocupar também em saber qual a quantidade
maxima toleravel de antioxidantes que nao provoque efeitos deletérios ao processo adaptativo e a

saude do atleta.
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6. Conclusoes

e O protocolo de 9 semanas de treinamento utilizado foi extremamente eficiente para adaptar
os animais e melhorar o desempenho.

e Para manter o nivel de estresse oxidativo, o treinamento acionou o sistema de defesa
antioxidante: regulagédo da atividade das enzimas CAT e GR, diminui¢gdo dos antioxidantes
nao enzimaticos.

e A analise dos parametros bioquimicos indicaram que os animais estavam plenamente
recuperados para as proximas sessoes de treino.

e A suplementagcdo promoveu resposta adicional ao treinamento na supercompensagao da
reserva de glicogénio apenas no musculo GB para o grupo que ingeriu maltodextrina.

e No musculo GV, a suplementacdo com Caldo de Cana e Quercetina ndo promoveu,
estatisticamente, supercompensacgéo da reserva de glicogénio, diferentemente do ocorrido
nos outros grupos treinados.

¢ Nas condig¢des utilizadas, nao encontramos nem efeito antioxidante e nem pré oxidante da
suplementacgao.

e Quando o treino é eficiente (promove adaptacdo e melhora de performance), a
suplementagao nao é necessaria.

e Caldo de Cana pode ser utilizado como uma alternativa de bebida pds-treino, atuando na
reposicao hidroeletrolitica sem interferir negativamente na resposta adaptativa induzida

pelo treinamento.
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8. ANEXO Il

Padronizagao, analise de confianga e descri¢cao das técnicas experimentais

A ciéncia se preocupa em interpretar os fendmenos manifestados pela natureza e o
caminho comum para isso € o método cientifico, no qual se encontram um conjunto de
procedimentos que orientam o pesquisador a uma correta interpretacao da realidade. O estresse
oxidativo foi o fendmeno a ser estudado, sendo a anadlise da atividade das enzimas antioxidantes e
a peroxidagdo lipidica o método para sua verificagdo. Nesse sentido para uma correta
interpretacdo do fendbmeno através de analises laboratoriais que indiretamente refletem os efeitos
induzidos, a padronizacdo das técnicas a serem utilizadas se faz necessaria para uma maior

confiabilidade nos dados obtidos.

A analise de confianga foi realizada para a determinagédo do volume de amostra e tempo de
reagdo para o ensaio enzimatico das enzimas catalase (CAT) e glutationa redutase (GR). Boa
confiabilidade implica em maior precisdo de medidas e melhor acompanhamento das mudangas
ocorridas (Hopkins, 2000). A andlise da variagdo entre os mesmos objetos pode ser verificada
através do calculo do erro tipico. O erro tipico representa o desvio padrao ou erro padrao de uma
medida, e a variagdo esperada em diversas tentativas, independente da alteragdo da média.
Quando expresso em forma de porcentagem € denominado de coeficiente de variagao (CV),
permitindo dessa forma uma comparagao direta da confiabilidade de medidas, independente da

escala (Hopkins, 2000).

O coeficiente de variagdo expressa o DP como porcentagem do valor da média. E obtido
pela divisdo do DP pela média e multiplicado por 100. Um coeficiente de variagéo igual a 100 %
indica um DP igual a média. Quanto menor for o coeficiente de variagdo, mais homogénia sera a

amostra (Doria Filho, 1999).

Assim na padronizagdo dos ensaios enzimaticos buscamos as condigdes experimentais
que apresentassem coeficiente de variagdo menor que 5% e a melhor linearidade da reta. Desta

forma, garantimos que as concentragdes de substrato no procedimento estivessem adequadas
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para que a enzima atuasse no maximo de sua velocidade mesmo em diferentes concentragoes.
Trabalhando em uma faixa linear garantimos que tanto aumentos da atividade da enzima quanto

diminui¢cbes, em decorréncia do treinamento e/ou suplementagéo, pudessem ser determinados.

Quantificacao da Concentracao de Glicogénio nos tecidos

A quantificagdo da concentragdo de glicogénio nos tecidos foi feita pelo método
colorimétrico proposto por Lo et al. (1970) Nele a glicose reage com o acido fenol-sulfurico € no
final do processo é obtida uma solugao laranja e a variagdo da intensidade da cor é analisada por

espectrofotdbmetro a 490 nm.

Trinta a Cinquenta miligramas de tecido foram completamente imersos em 500 ul de KOH
30% saturado com Na,SO, no intuito de realizar um digestédo alcalina. Os tubos foram tampados
com papel aluminio e levados ao banho-maria em agua fervente por 30 minutos até que uma
solucdo homogénea fosse obtida. Em seguidas, os tubos foram removidos do banho-maria e
colocados em banho de gelo até esfriar. Foram adicionados 550 puL de etanol (alcool etilico) a 95%
para precipitar o glicogénio da digestdo alcalina. As amostras foram deixadas no gelo por 30
minutos e entdo centrifugadas a 869g por 30 minutos. O sobrenadante foi aspirado. O precipitado
de glicogénio foi dissolvido em 3.0 ml de H,O agua purificada pelo sistema Milli-Q. Retirou-se uma
aliquota de 1 ml da solugédo de glicogénio para outro tubo de ensaio. Adicionou-se um 1 ml da
solugdo de Fenol 5% ao novo tubo. Cinco mililitros de H,SO,4 a 98% foi adicionado rapidamente
sobre a superficie da amostra (10 a 20 segundos), para assegurar uma boa mistura entre os dois.
Os tubos foram colocados para esfriar em banho de agua gelada por 10 minutos. Em seguida as
amostras foram analisadas em espectrofotdmetro a 490nm. As analises foram feitas em triplicata e
o aparelho zerado com branco preparado com 1 ml de agua purificada pelo sistema Milli-Q, 1 ml de
fenol 5%, 5 ml de H,SO, a 98%.

Para a padronizagdo da técnica fizemos experimentos iniciais que constaram da
determinagado do espectro de absorgao de uma solugéo de glicogénio em agua 100 pg/ml (Figura
7A) e curva padrao obtida com solugdes de glicogénio em concentragdes que variaram de 10 a

100 pg/ml (Figura 7B).
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Figura 7. (A) Espectro de absorgdo de glicogénio em agua (100ug/ml). (B) Curva padrdo de
glicogénio em agua (10 a 100 ug/ml) dosado pela adigdo de fenol 5% em meio acido. Cada ponto
representa a média de trés determinacgdes.

O célculo da concentracdo de glicogénio das amostras foi efetuado utilizando-se a equagao
abaixo:
Concentragio de Glicogénio (g/100g tecido) = (A490/k) x (V/v) x (10™*/w)
Onde: A490 = absorbancia a 490 nm; k = coeficiente angular da curva padréo de glicogénio; V =
volume total da amostra de glicogénio; v = volume da aliquota da amostra usada no ensaio; w =
massa do tecido

A unidade g (glicogénio) / 100 g tecido foi transformada em mmol unidade glicosil / Kg
tecido, uma vez que 1 grama de glicogénio / 100g de tecido equivale a 55,5 mmol unidade glicosil

/Kg tecido (Passonne.Jv e Lauderda.Vr, 1974).

Ataque Oxidativo: Quantificacdo dos peroxidos de lipidios (TBARS)

Concentracdo de substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS): no plasma

Esse método é baseado na reacdo dos produtos de peroxidacdo lipidica com o acido
tiobarbitarico (TBA) (Yagi, 1987), que resultam ao final do processo numa solugdo avermelhada
acompanhada fluorimétricamente. Para isso, foram misturados 20 uL de plasma com 4,0 mL de
H.SO, (0,04M). Posteriormente, 0,5 mL de acido fosfotungstico 10% foi adicionado a mistura. Apos
centrifugacdo a 1800 g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado

resuspendido em 2,0 mL de H,SO, (0,04M) e 0,3 mL de acido fosfotungstico 10% e uma nova



51

centrifugacao foi feita a 1800 g por 10 minutos. Novamente o sobrenadante foi descartado e ao
precipitado foi adicionado 4,0 mL de agua destilada, 1,0 mL do reagente TBA (uma mistura de
igual volume de solugédo de 0,67% TBA e acido acético glacial). A mistura foi aquecida a 95° C por
60 minutos em banho maria e resfriada em banho de agua gelada. Em seguida, 5 mL de n-butanol
foi adicionado e as amostras foram centrifugadas a 1800 g por 15 minutos. Do sobrenadante
(camada de n-butanol) foi aliquotado 1 ml para leitura da peroxidagéo lipidica em fluorimetro
(Fluorescence Spectrophotometer F-4500, Hitachi) , a 515 nm de excitagcdo e 553 nm de emisséo.
Apds a medida de fluorescéncia, onde f é a intensidade de fluorescéncia da amostra, e F a
intensidade de fluorescéncia da solugdo padrdo (obtida pela reagdo de 0,5 nmol de
tetrametoxipropano com TBA), o indice de peroxidagao lipidica foi expresso em termos de
malonaldeido (MDA) obtido pela férmula (Yagi, 1987), mostrada a seguir:

Lp=05x fIF x 1,0/0,02=f/F x 25 (nmol MDA/ mL plasma)

Uma curva padrdo foi feita para determinagdo da linearidade (r) e do coeficiente de
variagao (CV) do procedimento experimental na qual utilizamos Tetraetoxipropano (TEP) [0,025 a
0,125 pM] para substituir os peréxidos de lipidio e reagir com o TBA (Figura 7). Cada um dos
pontos da curva padrao foi feito em ftriplicata e as retas plotadas de acordo com a média dos trés

valores obtidos.

Curva Padrdo TBARS - TEP (Plasma)
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Figura 8. Curva padrdgo TBARS usando
Tetraetoxipropano (TEP) nas concentragbes de
0.025, 0.005, 0.075, 0.1, 0.125 yM.
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Para analise de TBARs foi utilizado o volume de 20 pL de plasma (valor com menor desvio
e préximo a reta linear correspondente a 0.05nM de TEP).

Concentracdo de substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS) em tecidos

O TBARS nos tecidos foi quantificado conforme os métodos descritos por Ohkawa (1979) e
Uchiyama & Mihara (1978). No ensaio os produtos resultantes do ataque oxidativo as estruturas
celulares (peroxidos lipidicos), reagem com o acido 1-tiobarbitdrico (TBA), formando bases de
Schiff. A interagdo entre os peréxidos lipidicos e o TBA forma um complexo colorido, mensurado
em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 532 nm. Foram adicionados no homogenato
3mL de uma solugéo contendo acido fosférico 0,1%, solugdo KCI 1,15% para completar um volume
de 0,5 e 1 ml de solugéo acido tiobarbitdrico 0,6%. A mistura foi aquecida a 95° C por 60 minutos
em banho maria e resfriada em banho de agua gelada. Quatro mililitros de n-butanol foi adicionado
e as amostras foram centrifugadas a 2415 g, 4°C por 15 minutos. Do sobrenadante (camada de n-
butanol) foi aliquotado 1 ml para leitura da peroxidagao lipidica em espectrofotdbmetro. O calculo de
determinagdo da peroxidagado lipidica nos tecidos foi obtido a partir da diferenga entre as
absorbancias nos comprimentos de onda de 520 nm e 535nm e da comparagao entre as curvas
padrao com TEP. Nos calculos também foram levados em consideragcdo a massa de tecido
utilizada no preparo do homogenato e a diluicdo desse homogenato.

A Figura 9 apresenta as curvas padrdes realizadas com TEP (A), diferentes volumes do
homogenato de figado (B), musculo plantar (C) e musculo gastrocmenio vermelho (D). Cada um
dos pontos de ambas curvas padrdo foram acompanhados em friplicata e as retas plotadas de

acordo com a média dos trés valores obtidos.
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Figura 9. Curva padrdo TBARS usando Tetraetoxipropano (TEP) [A], homgenato do figado [B],
homogenato do musculo plantar [C], homogenato do musculo gastrocnémio vermelho [D]. Todos os
ensaios foram conduzidos em ftriplicatas.

Uma boa linearidade (0.9998, 0.9938, 0.9996 e 1.000) e coeficiente de variagdo préoximo ou
abaixo de 5% (3,7%, 11,6%, 5,2% e 6,1%) foram obtidos nas curvas padrbes mostradas acima.
Diante disso, os volumes escolhidos para realizar os ensaios foram: 100 yL de homogenato do
figado; 60 yL de homogenato do musculo plantar; 80 uL de homogenato do musculo GV. Esta

escolha foi feita devido as médias das triplicatas estarem mais préximas a reta e possuirem o

menor desvio padrao.
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Sistema de Defesa Antioxidante: ndo enzimatico

Quantificacdo da capacidade antioxidante total do plasma - capacidade do plasma em reduzir o

ferro (FRAP)

E uma técnica comumente utilizada para quantificagdo da capacidade antioxidante total

(Oh, Lim et al., 2007; Panza, Wazlawik et al., 2008). O método proposto por Benzie & Strain
(1996), tem como objetivo medir a capacidade do plasma em reduzir o ion férrico (Fe+3) [FRAP].
Nele, quando um complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe+3 — TPTZ) é reduzido a forma ferroso (Fe+2 -
TPTZ), em baixo pH, uma cor azul intensa com absorgdo maxima a 593 nm é desenvolvida. A
variagdo de intensidade da cor da solugao final indica os valores de FRAP. Na técnica do FRAP,
excesso de Fe™ ¢é utilizado e o fator limitante para a formagdo de Fe? — TPTZ, e
consequentemente da cor, é a capacidade de redugdo da amostra.

Para isso, partimos de trés solugdes: tampao acetato 0.3 M, pH 3.6; de 10 mM de TPTZ
(tripiridiltriazina) diluidos em 40 mM de HCI; e de 20 mM de cloreto de ferro (FeCls) diluidos em
tampéo acetato descrito acima. Um reagente de trabalho foi preparado com 10 volumes de tampao
acetato (300 mM), 1 volume da solugdo de TPTZ (10 mM) e 1 volume da solugao de FeCl; (20
mM). Em um microtubo, 750 uL de reagente de trabalho somados a 25 yL de plasma e 75 uL de
agua foram imersos em banho maria durante 10 min & 37°C. Para a leitura do branco, os 25 pL da
amostra (plasma) foram substituidos por agua.

Para determinar o tempo em que as amostras permaneceriam em temperatura ambiente,
apos o banho maria, foram tragadas diversas curvas padrao utilizando solugdo de Trolox, que
substitui os antioxidantes plasmaticos, em concentragdes conhecidas [0.0625 a 1 mM] (Figura 10).
Para cada concentragédo foram feitas leituras em triplicata e as médias das absorbéancias obtidas

foram plotadas versus a respectiva concentracao de Trolox.
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Analisando os valores de linearidade e coeficiente de variagdo obtidos nas curvas padrao
apresentadas acima, observamos que em todos os momentos encontramos valores muitos
proximos um do outro. Diante disso, mantivemos as amostras expostas por 4 minutos em
temperatura ambiente antes de mensurar a capacidade antioxidante total do plasma, como o
sugerido por Benzie & Strain (1996) no trabalho original.

As concentragbes de FRAP apresentadas neste trabalho foram calculadas em relagdo a
concentragdes conhecidas de Trolox, através da equagdo da reta resultante da curva padrao

escolhida acima (Figura 10E).

Sistema de Defesa Antioxidante: enzimatico

Quantificacdo da Atividade da Enzima Glutationa Redutase (GR):

Os ensaios foram conduzidos de acordo com Smith et al (1988). O principio do método
baseia-se no aumento da absorbancia a 412 nm, quando 5,5’-ditiobis(2-acidonitrobenzsico) [DTNB]
€ reduzido pela Glutationa (GSH) e a diferenga nos valores obtidos (AA412) € a medida da atividade
da GR. Este método é mais sensivel e menos passivel a interferéncias do que o método
normalmente realizado de monitoramento da oxidagao do NADPH. Além disso, a utilizagdo do
DTNB permite a realizacdo do ensaio da glutationa redutase mesmo na presenga de outras
enzimas dependentes de NADPH e extratos protéicos comumente contaminantes (Smith, Vierheller

et al., 1988).

GSSG + NADPH —f— GSH + NADP
GSH + DTNB —f—» GSTNB + TNB
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Para a realizagdo dos ensaios tanto as amostras de hemolisado quanto as amostras de
homogenato precisaram ser previamente preparadas para leitura. Apos descongeladas, as
amostras de hemolisado 1:1 foram diluidas em 1:20. J& as amostras de homogenato foram
adicionados 10 pL etanol (95%) por mililitro de homogenato. Ap6s 30 minutos em banho de gelo,
foi adicionado 10 pL Triton X (1%) por mililitro de homogenato. O intuito desse preparo do
homogenato foi propiciar maior liberagdo das enzimas através do rompimento das membranas e
solubilizagéo dos lipidios.

Em seguida, adicionamos as amostras (hemolisado 1:20 ou homogenatos) a um meio de
incubagéo contendo solugdo KH,PO, (0,2 M) e EDTA (1 mM) em pH 7.4, DTNB (3 mM), NADPH
(0,2 mM) e H,O purificada. A Glutationa Oxidada (GSSG) [20 mM] foi adicionada para iniciar a
reagao.

Para determinagdo da melhor condigao experimental para analise da atividade da enzima
GR, foram feitas curvas padrao variando os tempos de reagéo (1, 2, 3, 4 e 5 minutos) e os volumes
de amostra: hemolisado 1:20 (1.5, 3, 6, 10 e 12 L) (Figura 11), homogenato de figado (100, 120,
140, 160 e 180 uL) (Figura 12), homogenato de musculo plantar (20, 40, 60, 80 e 100 pL) (Figura
13) e homogenato de musculo gastrocnémio vermelho (20, 40, 80, 100 e 120 L) (Figura 14). Cada
ponto das curvas foi acompanhado em ftriplicata e as retas plotadas de acordo com a média dos

trés valores obtidos.

Curva Padréo GR - Sangue (1 min) Curva Padréo GR - Sangue (2 min)
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De acordo com a Figura 11, padronizamos para a analise sanguinea da atividade da
enzima GR, 4 minutos de reagéo (r=0,9964 e CV=6,7%) e 5 pyL de hemolisado 1:20, por este ponto

estar localizado mais préximo a reta e possuir o menor desvio padréao.
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Figura 12. Curva padrdao do ensaio da
atividade da enzima GR em diferentes volumes
de homogenato de figado (100, 120, 140, 160 e
180 pL) e tempos de reacdo: 1 min [A], 2 min
[B], 3 min [C], 4 min [D] e 5 min [E]. Todos os
ensaios foram conduzidos em triplicatas e
representados no grafico como Med + DP.
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Observando a Figura 12, foi definido o volume de 160 yL de homogenato de figado com 3

minutos de reagéo (Figura 12C) como a melhor condi¢cdo experimental para dosagem da atividade

da enzima GR no figado dos animais (r= 0.9962 e CV= 1,1%).
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Figura 13. Curva padrao do ensaio da atividade da
enzima GR em diferentes volumes de homogenato
do musculo plantar (20, 40, 60, 80, 100 pL) e
tempos de reagao: 1 min [A], 2 min [B], 3 min [C], 4
min [D] e 5 min [E]. Todos os ensaios foram

conduzidos em triplicatas e representados no
grafico como Med * DP.

Analisando as curvas padrdo do mdusculo plantar, estabelecemos a melhor condigéo

experimental nos ensaios para determinagéo da atividade da enzima GR como sendo 3 minutos de

reagdo (Figura 13). Isto porque € o menor tempo de reagdo com boa linearidade (r=0,9964) e

coeficiente de variagcdo experimental de 5%. Além disso, o volume de 40 yL de homogenato foi

escolhido para realizagdo do ensaio, por este ponto apresentar a média das triplicatas mais

préxima a reta e possuir o menor desvio padrao (Figura 13C).
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Curva Padrdo GR - Misculo GV (3 min)

Curva Padrdo GR - Misculo GV (4 min)
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Dos dados obtidos das curvas padrdo (Figura 14) realizadas em amostras de musculo

gastrocnémio vermelho, padronizamos para o ensaio enzimatico da GR o tempo de 5 minutos de

reacdo e volume de 60uL de homogenato (Figura 14E).
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Quantificacao Atividade da Enzima Catalase (CAT):

De acordo com o método desenvolvido por Aebi (1984), a decomposicdo do H,O, é
seguida pela diminuigdo na absorbancia a 240 nm, em espectrofotdmetro. A diferenca nos valores

obtidos (AA.4) por unidade de tempo é a medida da atividade da catalase.

H,0, —CAT , H,O + . O,

Assim como nos ensaios da GR, para analise da atividade da Catalase as amostras
precisaram ser previamente preparadas antes da realizagdo dos experimentos. Apods
descongeladas, as amostras de hemolisado 1:1 foram diluidas em 1:20. As amostras de
homogenato foram adicionados 10 pL etanol (95%) por mililitro de homogenato e mantidas por 30
minutos em banho de gelo. Foi adicionado 10 yL Triton X (1%) por mililitro de homogenato e a

partir dai as amostras estavam prontas para quantificacdo da atividade enzimatica.

Os ensaios para dosagem da atividade da catalase foram conduzidos adicionando-se as
amostras (hemolisado 1:20, homogenatos de figado e musculos plantar e gastrocnémio vermelho)
a uma solugéo contendo tampéo fosfato (50 mM), pH 7.0, e H,O, (30 mM) (Aebi, 1984).

Para definir os melhores, volume de amostra e tempo de reacdo para determinagdo da
atividade da catalase, foram feitas curvas padrdo, nas quais o decaimento na absorbancia foi
acompanhado por 15, 30, 60, 90 e 120 segundos para analises no sangue, e 30, 60, 90 e 120
segundos para as amostras de tecidos. Foram testados diferentes volumes de hemolisado 1:20
(0.5, 1, 2, 4, 6, 8 e 10 pL) (Figura 15), homogenato do figado (50, 70, 90, 110, 130 e 150 L)
(Figura 16), homogenato do musculo plantar (80, 100, 120, 140 e 160 pL) (Figura 17) e

homogenato do musculo gastrocnémio vermelho (100, 120, 140, 160 e 180 uL) (Figura 18).
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Figura 15. Curva padrao do ensaio da atividade da
enzima catalase em diferentes volumes de
hemolisado 1:20 (0.5, 1, 2, 4, 6, 8 e 10 pL) e
tempos de reagdo: 15 seg [A], 30 seg [B], 60 seg
[C], 90 seg [D], 120 seg [E]. Todos os ensaios
foram conduzidos em ftriplicatas e representados

no grafico como Med + DP.
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Figura 16. Curva padrdo do ensaio da atividade da enzima catalase em diferentes volumes de
homogenato de figado (50, 70, 90, 110, 130 e 150 pL) e tempos de reacdo: 30 seg [A], 60 seg [B], 90
seg [C], 120 seg [D]. Todos os ensaios foram conduzidos em triplicatas e representados no grafico

como Med + DP.



Curva Padrdo Catalase - Misculo Plantar (30 seg)
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Figura 17. Curva padrdo do ensaio da atividade da enzima catalase em diferentes volumes de
homogenato de musculo plantar (80, 100, 120, 140, 160 pL) e tempos de reagdo: 30 seg [A], 60 seg
[B], 90 seg [C], 120 seg [D]. Todos os ensaios foram conduzidos em triplicatas e representados no

grafico como Med + DP.
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Curva Padrao Catalase - Misculo GV (30 seg)
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Curva Padrdo Catalase - Misculo GV (60 seg)
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Figura 18. Curva padrdo do ensaio da atividade da enzima catalase em diferentes volumes de
homogenato do musculo gastrocnémio vermelho (100, 120, 140, 160 e 180 pL) e tempos de reagéo
30 seg [A], 60 seg [B], 90 seg [C], 120 seg [D]. Todos os ensaios foram conduzidos em ftriplicatas e
representados no grafico como Med + DP.
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Pela analise das curvas, foram padronizadas as seguintes condigbes experimentais para
as amostras: 4 yL de hemolisado 1:20 com 30 segundos de reacgao (Figura 15B); 110 uL de
homogenato do figado com 30 segundos de reagdo (Figura 16A); 120 yL de homogenato do
musculo plantar com 120 segundos de reagéo (Figura 17D); 140 uL de homogenato do musculo
gastrocnémio vermelho com 120 segundos de reagao (Figura 18D).

Calculo da Atividade enzimatica

Nas padronizagdes apresentadas anteriormente, fica evidente que os experimentos foram
conduzidos em uma faixa linear de leitura. Diante disso, para o calculo da atividade enzimatica
tanto no sangue como nos tecidos foi utilizada a Lei de Beer e os valores expressos em U/g.
Assim, as equacgdes para determinagcdo da atividade enzimatica no sangue [Equagédo 8] e nos

tecidos [Equacéo 9] foram descritas da seguinte maneira:

Taxa (ABS/min) x V¢ (ML) x FD

Ativ. Enz.= - - P
[1 (mL.ymol.cm™) x Va (uL) x [Hb] (g/mL) x caminho 6ptico (cm)

[Equacgao 8]

Onde V. é o volume total da cubeta; FD é o fator de diluicido do hemolisado; € o
coeficiente de extingdo molar, para o H.O. equivale a 0,04 ml.umol”’.cm™ e para o TNB equivale a
13,6 ml.umol™.cm™; V, é o volume de amostra padronizado no ensaio; [Hb] é a quantidade de
hemoglobina presente no hemolisado, quantificada pelo método do Cianeto de Hemiglobina

(Drabkin & Austin, 1935; Henry JB, 1999).

Taxa (ABS/min) x V¢ (UL) x Vy (ML)
1 (mL.umol™.cm™) x Va (L) x M (g) x caminho éptico (cm)

Ativ. Enz.= [Equacgao 9]

Onde V; é o volume total da cubeta; Vj; é o volume total de homogenato preparado; é o

coeficiente de extingdo molar, para o H.O, equivale a 0,04 ml.umol”.cm™

e para o TNB equivale a
13,6 ml.pmol'1.cm'1; V4 € o volume de amostra padronizado no ensaio; M é a massa de tecido

utilizada no preparo do homogenato.
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9. ANEXO Il

Resultados dos grupos treinados e suplementados com Caldo de Cana (CC),

Maltodextrina (M) ou Quercetina (Q)

Tabela 7. Atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa redutase (GR), nas heméacias. Capacidade
antioxidante total (FRAP), concentragdo de acido urico, peroxidagéo lipidica (TBARS) no plasma.

Sangue
Unidade
CcT cc Q M

CAT (U /g Hb) (8,1+1,1)10° (7,7 £1,7)10° (8,4 +1,8)10° (7,2 +1,3)10°
GR (U /g Hb) 10,3+7,7 12,9 +12,7 14,2 +9,2 9,7+5,6
FRAP Eq. Trolox (uM) 246 + 43 260 + 48 276 + 65 271 + 38
Acido Urico (mg/ dL) 0,98 + 0,43 0,93+0,23 1,13 + 0,47 1,17 £ 0,34
TBARS [MDA] (nmol/ ml plasma) 73420 7,3+1.2 73420 8,5+26

Resultados apresentados em Med = DP. Anova One-way e pds teste de Tukey (CAT, GR, FRAP e Acido urico). Kruskal-Wallis e
pds teste de Dunn's (TBARS).

Tabela 8. Atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa redutase (GR), peroxidagéo
lipidica (TBARS) no homogenato de figado.

Figado
Unidade
CT cc Q M
CAT U/ g tecido) (5,5 + 0,5)10° (5,7+£0,5)10° (5,4 +0,5)10° (5,6 £ 0,4)10°
GR U/ g tecido) 589 + 61 626 * 72 610 + 49 611 + 44
TBARS (uM) 13,0 £ 6,0 13,0 £3,5 11,0 £3,7 11,4 £6,0

Resultados apresentados em Med + DP. Anova One-way e p0s teste de Tukey (CAT). Kruskal-Wallis e
pos teste de Dunn's (GR e TBARS).
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Tabela 9. Atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa redutase (GR), peroxidagao lipidica (TBARS)
no homogenato do musculo gastrocnémio vermelho.

M. Gastrocnémio Vermelho

Unidade
CT cc Q M
CAT (U/ g tecido) (2,0 £ 0,6)10* (1,8 £0,7)10* (1,9 £ 0,8)10* (1,8 £0,7)10*
GR (U/ g tecido) 175 + 42 162 + 41 147 + 38 189 + 46
TBARS (UM) 0,048 + 0,025 0,064 + 0,027 0,073 + 0,023 0,054 + 0,020

Resultados apresentados em Med + DP. Anova One-way e pos teste de Tukey.

Tabela 10. Atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa redutase (GR),
peroxidacao lipidica (TBARS) no homogenato do musculo plantar.

M. Plantar
Unidade
CT CC Q M
CAT (U/ g tecido) 137 + 47 138 + 45 195+ 70 205 £ 50
GR (U/ g tecido) 2,1+0,2 2,0+0,2 2,2+0,2 22+0,2
TBARS (uM) 30,3+ 17,8 23,7 £ 11,2 27,8 £ 12,5 22,3+ 15,0

Resultados apresentados em Med + DP. Anova One-way e pos teste de Tukey.
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