1 INTRODUCAO

1.1 PROBLEMA

O exercicio fisico favorece a diversas adaptacfes fisioldgicas, sendo
necessarios ajustes cardiovasculares e respiratorios para compensar € manter o
esforco realizado (KOURY; DONANGELO, 2003). O exercicio esta associado ao
aumento da formacao de radicais livres, relacionado principalmente ao aumento
do consumo de oxigénio pelos tecidos ativos (ZOPPI et al., 2003).

O oxigénio possui atividade fundamental no metabolismo celular aerdbio,
pois esta particula € necessaria no processo de respiracao celular que ocorre nas
mitocondrias das células, a fim de gerar energia. Esse metabolismo pode conduzir
a formacéao de radicais livres, e ao estresse oxidativo, pois as espécies reativas de
oxigénio semi-reduzido, superoxido e peroxido de hidrogénio sdo produzidas na
mitocondria durante a respiracdo celular (FLOYD, 1999; URSO; CLARKSON,
2003).

No exercicio intenso, ocorre aumento de 10 a 20 vezes no consumo total
de oxigénio do organismo e de 100 a 200 vezes na captacdo de oxigénio pelo
tecido muscular, favorecendo a producéo de radicais livres de oxigénio (RLO)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Além disso, a sintese dessas moléculas
durante o exercicio esta associada ao aumento da liberacdo de catecolaminas e
sua auto-oxidacdo, aumento do metabolismo dos prostandides, das enzimas
xantina-oxidases e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase,
da oxidacdo de bases purinicas, e ainda distirbio da homeostase do Ca**
(MASTALOUDIS et al., 2004).

Dessa forma, 0 maior consumo de oxigénio, assim como a ativacao de vias
metabolicas especificas durante ou apds o exercicio, resulta na formacdo de RLO
e espécies reativas de oxigéio (ERO) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Os
RLO sédo formados pela reducédo incompleta do oxigénio, gerando espécies que
apresentam alta reatividade para outras biomoléculas, principalmente lipidios e

proteinas das membranas celulares e, até mesmo, o DNA. O interesse acerca dos



mecanismos de geracdo e adaptacdo dos EROs ao exercicio aumentou
significativamente a partir da demonstragcdo de sua relagdo com o consumo de
oxigénio (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2007).

O estresse oxidativo tem sido associado com a diminui¢cdo da performance,
fadiga, dano muscular e excesso de treinamento - overtraining. Por essa razao,
alguns pesquisadores (RADAK et al., 1999; POWERS et al., 1999; CARMELI et
al., 2000; POLIDORI et al., 2000;) sugerem que reduzir 0 estresse oxidativo pode
melhorar a tolerdncia ao exercicio, bem como a performance fisica. Os danos
celulares ocasionados pelo estresse oxidativo podem ser revertidos pela acao de
defesas antioxidantes (enzimaticas e nao enzimaticas), restabelecendo o equilibrio
entre a producéo de ER e o sistema de defesa antioxidante (SILVA, 2006).

Reidi et al (2004) comprovaram atraves de um estudo que a suplementacao
de N-acetilcisteina (NAC) inibiu a fadiga em humanos sedentarios. Os autores
Medved et al (2004) afirmam que esse antioxidante aumenta a quantidade de
cisteina muscular e disponibilidade de Glutationa (GSH) e atenua a fadiga durante
o0 exercicio prolongado em individuos treinados.

Por fim, considerando o pressuposto potencial deletério dos exercicios
fisicos agudos, como a pratica do Voleibol, e a sua relacdo oxidante e inflamatéria
no musculo esquelético e a acdo antioxidante da NAC, formulou-se a seguinte
guestao a ser investigada neste estudo: quais séo os efeitos da suplementacéao do
antioxidante NAC sobre marcadores plasmaticos de estresse oxidativo em

jogadores de Voleibol submetidos ao treinamento?
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1.2 JUSTIFICATIVA

A relacdo entre o estresse oxidativo e o exercicio fisico tem sido
amplamente investigada nos ultimos 30 anos (FISCHER-WELLMAN e BLOOMER,
2009). O interesse acerca dos mecanismos de geracdo e adaptacéo das ERO ao
exercicio aumentou significativamente a partir da demonstracdo de sua relacao
com o consumo de oxigénio (CHILDS et al., 2001) e a inflamacdo no tecido
muscular (GLEESON et al., 1998; KAURANEN et al., 2001; MACINTYRE et al.,
2000; MACINTYRE et al., 2001; KONIG e BERG, 2002).

O estresse oxidativo tem sido associado com a diminuicdo da performance,
fadiga, dano muscular e excesso de treinamento (overtraining). Por essa razao,
alguns pesquisadores, sugerem que reduzir o estresse oxidativo pode melhorar a
tolerdncia ao exercicio bem como a performance fisica (CARMELI; LAVIAM e
REZNICK, 2000; POLIDORO et al., 2000)

O voleibol competitivo € considerado por muitos, um dos esportes mais
explosivos e rapidos. Jogadores de voleibol de elite masculino executam 250-300
atividades de alta poténcia, durante uma partida de cinco sets. Dessas atividades,
50% sao saltos de varios tipos, 30% sao sprints curtos e 12- 16% sao mergulhos
para pegar bolas. Os saltos constituem a maioria das atividades de poténcia.
Jogadores de diferentes posi¢cdes naturalmente exigem diferentes frequéncias e
tipos de saltos (KRAEMER e HAKKINEN, 2001).

Cerca de 90% da energia requerida para um jogador de voleibol bem
sucedido € proveniente de fontes energéticas anaerdbias, com somente 10%
advinda de fontes aerdbias. Um rapido exame de um tipico jogo claramente ilustra
gue o voleibol € um esporte do tipo “explosdao”. As agdes ocorrem em curtas
atividades de alta poténcia e velocidade. Embora possua intervalos de
recuperacdo entre os pontos, que sao muito curtos (12-14 segundos), a duracao
da atividade é igualmente menor. A capacidade aerObia é mais importante nos
periodo de recuperacdo entre os rallies, mas ndo é a fonte energética

predominante durante a disputa pelos pontos. Em apoio a essas caracteristicas
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metabdlicas, os jogadores de voleibol ndo desenvolvem tipicamente grandes
niveis de acumulo de lactato (KRAEMER e HAKKINEN, 2001).

Em um estudo de Zoppi et al., (1998), comparando atletas juvenis de
voleibol e futebol, em trés fases de treinamento fisico (preparatéria, especifica e
competitiva), mostraram que os marcadores bioquimicos de estresse oxidativo e
dano muscular ndo s&o drasticamente diferenciados, e que as diferencas
encontradas poderiam ser atribuidas as especificidades da reatividade organica
individual ao treinamento fisico.

Embora os beneficios do aumento no consumo maximo de oxigénio
(VO2méx) sejam bem estabelecidos, um paradoxo bioquimico € verificado. O
VO,max é essencial para a aptiddo cardiovascular e performance, porém o
aumento no consumo durante o exercicio pode ser prejudicial a nivel sérico e
bioquimico gerando o estresse oxidativo (KONIG e BERG, 2002).

O antioxidante denominado N-acetilcisteina (NAC), um doador de tiois,
gue atua como precursor da cisteina intracelular aumentando a producdo de
glutationa (GSH), vem despertando um maior interesse em estudos contra o
ataque dos radicais livres (PINHO et al., 2006). Sugere-se que o potencial efeito
da NAC é diminuir os niveis de H,0O, pelo aumento da disponibilidade e ataque de
GSH, alterando o equilibrio da capacidade oxidante-antioxidante (MEDVED et al.,
2004). Por sua vez, a GSH, em sua forma reduzida, tem um importante papel no
mecanismo de defesa contra ataques de radicais livres, por diminuir o contetdo de
H,0, e alterar o equilibrio da capacidade oxidante-antioxidante pulmonar (SMITH
et al.,1994; REPINE, BAST e LANKHORST, 1997; ZHANG et al.,1999).

Dessa forma, os achados desta pesquisa pretendem contribuir para o
entendimento do mecanismo da acdo antioxidante da Glutationa em exercicios
fisicos agudo, especificamente na modalidade do voleibol. Assim, espera-se que
esses resultados sejam de relevancia para a area de rendimento, objetivando a

busca de beneficios entre a relacdo da suplementacéo e exercicio fisico.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Obejtivo Geral

Investigar os efeitos de uma dose aguda de NAC, como possivel modulador de
um amplo namero de marcadores de estresse oxidativo e de dano tecidual em
atletas de voleibol submetidos a uma sessdo intensa de exercicio fisico
especifico da modalidade.

1.3.2 Objetivos especificos

a) Verificar os efeitos do exercicio agudo e da suplementacdo de NAC sobre
os marcadores de dano tecidual e oxidativo em jogadores de Voleibol;

b) Verificar se a suplementacdo de NAC apresenta respostas diferenciadas
nos sistemas de defesa antioxidante e nos marcadores de estresse

oxidativo em jogadores de Voleibol.
1.4 HIPOTESE
A suplementacdo de N — acetilcisteina causard uma diminuicdo nos
parametros de estresse oxidativo apds o exercicio agudo.
1.5 DELIMITACOES DO ESTUDO
A amostra foi composta por jogadores de voleibol homens com idade entre
15 e 18 anos da CIMED. A coleta de dados foi realizada nas dependéncias onde

0s treinamentos eram realizados, no gindsio do Capoeirdo, localizado em

Florinépolis.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 RADICAIS LIVRES DE OXIGENIO

A definicdo de radical livre (RL) pode ser expressa como uma molécula
altamente reativa ou um fragmento molecular que contém pelo menos um elétron
impar em seu orbital externo. Tende a extrair elétrons de outras moléculas para
alcancar um estado quimicamente mais estavel (HALLIWEL e GUTTERIDGE,
2007).

Os RLO séao produzidos naturalmente no organismo durante a respiracao
e pelos processos metabdlicos oxidativos para producdao de energia (THOMAS,
2000). Quando se encontram em baixa a moderada concentracdo, eles exercem
efeitos benéficos na defesa contra agentes infecciosos, em sistemas celulares de
sinalizag&o e na fungéo mitogénica (VALKO et al., 2007). No entanto, um aumento
desequilibrado na producdo dessas moléculas pode lesionar componentes
celulares indispensaveis para a vida da célula, tais como DNA, lipidios, proteinas e
carboidratos (KONIG e BERG, 2002). Durante o exercicio fisico, a produgio
elevada dos RLO pode promover disfuncdo contratii do musculo esquelético,
resultando em fadiga muscular (POWERS e JACKSON, 2008).

2.2 PRINCIPAIS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

As espécies reativas (ER) sdo definidas como moléculas organicas
altamente reativas e instaveis, podendo ter ou ndo um elétron desemparelhado na
Gltima camada de sua estrutura (HALLIWEL, 1994). O termo ERO néo engloba
somente as espécies reativas derivadas do oxigénio, mas também as RLO
(POWERS e JACKSON, 2008). Apesar de existirem ER derivadas de outras
moléculas organicas como as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN) e Espécies
Reativas de Enxofre (ERX), as ERO estdo em maior quantidade no organismo
(FINAUD et al., 2006).
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A maioria das ERO séo produzidas na cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial durante a respiracado sob condi¢bes fisioldgicas normais. De acordo
com Halliwell e Gutterigde (2007), o oxigénio respirado é metabolizado sendo que
aproximadamente 90 a 95% s&o utilizados pela mitocondria, por meio da cadeia
de transporte de elétrons e reduzidos a dgua durante a producdo de energia. Na
parte terminal da cadeia de transporte de elétrons, a enzima citocromo oxidase
remove um elétron (e-) de cada uma das quatro moléculas reduzidas de citocromo
C, oxidando-as e adiciona os quatro elétrons ao oxigénio para formar agua -
Reacdo 1 (MATSUO e KANEKO, 2000).

Reacao 1:

O, + 4e” + 4H" — 2 H,0 + energia

De 2 a 5% do oxigénio respirado sdo reduzidos univalentemente em ERO
(HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2007). Durante o processo de formacéo de trifosfato
de adenosina (ATP), o elétron da nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
(NADH) e da flavina adenina dinucleotideo reduzida (FADH) sdo doados (via
complexo | e IlI) para ubiquinona (CoQ) (complexo IIl) é reduzida formando a
semiquinona (CoQH) que em contato com o oxigénio forma o superoxido (0O2-) —
Conjunto de Reacdes 2 (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2007; NELSON e COX,
2007).

Reacoes 2:

CoQH, + 0, > CoQH + Oy

CoQH + 0, > CoQ + H+ + 05
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O superoxido recebe mais um elétron e dois ions hidrogénio e é
rapidamente reduzido pela superdxido dismutase mitocondrial (SOD-mt) a
peréxido de hidrogénio (H,O;) — Reacdo 3 (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2007).
Quando formado, assim como o anion superoxido, se ndo for eliminado ou
convertido em outro radical menos potente pode causar estragos a sistemas
biolégicos. No entanto, baixas quantidades desses ERO séo necessérias para
alguns processos fisiologicos. Na inflamagdo, os leucdcitos produzem
mieloperoxidase que utiliza o (H,O,) para produzir &cido hipocloroso (HCIO) e
ajudar no combate de antigenos invasores das células (THOMAS, 2000). Nos
neutrdéfilos, a producdo de oxiénio-catalizada pela NADPH oxigenase gera o burst
respiratorio necessario para para a destruicao de bactérias (VALKO et al., 2006).

Reacéao 3:

207 + 2H" > H,0,+ O,

Ao receber mais um elétron ou um ion de hidrogénio forma entao o radical
hidroxil (OH), que € a ERO mais reativa dos intermediarios, pois pode reagir e
alterar qualquer estrutura celular que esteja préximo a ele, influenciando enzimas,
lipideos da membrana ou &cidos nucléicos (BIESALSKI, 2000; VANCINI et al.,
2005). O radical hidroxil pode ser formado por mais duas reacfes conhecidas
como reacdo de Fenton (FENTON, 1894) e Haber- Weiss (HABER e WEISS,
1934). Primeiro, o OH é formado quando o H.O.reage com ions de ferro (Fe®* e
Fe?" ou cobre (Cu®*" e Cu?"). Segundo, quando os fons de ferro e cobre catalisam
a reacao entre o oxigénio e o H,O, (Reacdo 4). Como caracteristicas comuns,
estas espécies apresentam grandes reatividades e possuem uma meia vida muito
curta, o radical hidroxila, por exemplo, tem nove a dez segundos de vida, jA 0
anion superoxido decai a peréxido de hidrogénio em 4,5 x 105 milissegundos
(SIES e CADENAS, 1989).
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Reacdes 4:

O, +H" > OH
O,H+ 0O, + H" > H,0,+ O,
Fe* + 0, > Fe?* + O,
Fe? + H,0, > Fe*' + OH + OH’ (Reacdo de Fenton)

2.3 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que reduz,
previne ou atrasa os danos ocasionados pela acdo dos ER (HALLIWEL e
GUTTERIDGE, 2007). Estas moléculas trabalham num complexo processo
bioquimico e agem com o objetivo de prevenir a producédo demasiada de radicais
livres e reduzir um possivel efeito deletério (BIESALSKI, 2000). Os antioxidantes
podem agir diretamente na neutralizacdo da acdo dos radicais livres ou participar
indiretamente de sistemas enzimaticos com essa funcdo (BARREIROS e DAVID,
2006).

Especificamente, os antioxidantes podem atuar na prevencdo da
propagacédo de RL, na hidrélise enzimatica de ligacdes estéricas para remocéao de
acidos graxos peroxidados, no sequestro de ions metalicos e na reducéo
catalitica-enzimatica dos peroxidos (THOMAS, 2000). O processo de
neutralizacdo dos ER por antioxidantes pode acontecer em trés condicfes. A
primeira previne a formacdo das substancias agressoras. A segunda é a
varredura, em que o0 antioxidante intercepta diretamente a acdo da ER,
neutralizando-o. A Ultima condicdo € o0 reparo que ocorre quando as duas
condicBes anteriores ndo foram bem sucedidas, e a acdo do ER acaba
desenvolvendo dano a estrutura celular. O antioxidante nesta condicdo tem a
funcdo de ajudar na recuperacdo da estrutura danificada (KONG e LILLEHEI,
1998).
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Segundo Pinho (2005), as defesas antioxidantes podem atuar de forma
associada ou independente por duas vias: enzimaticas; sistema composto pelas
enzimas superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPX) as quais sao ativadas normalmente durante o metabolismo celular, porém
suas atividades podem aumentar em funcdo da presenca de ER; e néo
enzimaticas, incluem as vitaminas E, C e betacaroteno, glutationa (GSH), taurina
entre outros. Grande parte dos antioxidantes ndo enzimaticos é encontrada na

alimentacao e eles podem ser suplementados por uma dieta alimentar.

2.3.1 ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

A acao catalitica das enzimas antioxidantes € a primeira acao de defesa
contra as ER e desempenham um papel Unico na preservacdo da homeostase.
Em geral, o organismo tem reservas suficientes para antioxidantes lidar com a
producdo de ERO em condicbes fisiologicas e sob exercicio fisico leve
(BANERJEE et al., 2003). As principais enzimas antioxidantes estdo apresentadas

na tabela 1 abaixo.

Tabela 1 — Principais antioxidantes enzimaticos

Antioxidantes Localizacao Funcéo
enzimaticos
Superoxido Matriz mitocondrial, citosol Scavenger de 02

e meio extracelular

Dismutase (SOD)

Catalase (CAT) Citosol, principalmente dos Scavenger de H202
peroxissomos

Glutationa Citosol, mitocéndria, Scavenger de H202
Peroxidase (GPX) membrana e meio
extracelular

Adaptado de: POWERS e JACKSON, 2008)
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2.3.1.1 Superodxido Dismutase (SOD)

A SOD constitui a primeira linha de defesa enzimatica contra a producéo
intracelular de radicais livres, catalisando a dismutacdo do oxigénio-
(HOLLANDER et al.,, 2000; MOOREN e VOLKER, 2004). O oxigénio € um
precursor do OH e pode extrair elétrons de alguns componentes celulares,
causando reagbes em cadeia de radicais livres (HALLIWELL e GUTTERIDE,
2007).

O produto resultante da reacdo catalisada pela SOD é o H,0, (Reacgéao 5)
que deve ser retirado do meio o mais rapido possivel. E estimado que mais de
80% de oxigénio formado na mitocondria seja reduzido pela SOD (MOOREN e
VOLKER, 2004).

Reacéao 5:

20,+2H" 5H,0;, + O,

2.3.1.2 Catalase

A enzima CAT catalisa a degradacdo do H,O,, € uma hemeproteina
(PRYOR e GODBER, 1991) e esta localizada principalmente no peroxissoma
celular (FINAUD et al., 2006). Também esta presente em outras organelas como
as mitocondrias e reticulo endoplasmatico (MOOREN e VOLKER, 2004). Na
reacdo, uma das moléculas de peréxido de hidrogénio é oxidada a oxigénio

molecular e a outra € reduzida a agua — Reacdo 6 (CHANGE et al., 1979).

Reacao 6:

2 H,0, 22 H,O0 + O,
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A CAT pode também usar o H,O,para reagir com alguma substancia
toxica, via reacdo catalisada pela peroxidase (Reacdo 7). Esta reacao necessita
de um substrato como fenol, alcool (A) ou acido formico para reagir com H,O;
(FINAUD et al., 2006).

H,0, + H,A (substrato)>2 H,O + A (Reacao 7)

A catélise do H,O, é muito importante, pois na presenca de Fe?* ou Cu?
leva a formacdo de radical hidroxil (OH) (reacdo de Fenton- Conjunto de reacdes
4) (CHANGE et al., 1979).

2.3.1.3 Glutationa Peroxidase (GPX)

A GPX é uma enzima selénio-dependente presente no citosol celular e na
mitocondria que catalisa a reducdo do H,O, e hidroperoxidos organicos (ROOH)
para agua e alcool, usando a GSH como doador de elétrons — Reacéo 8 (FLOHE
e GUNZLER, 1984; FINAUD et al.,, 2006). GPX e CAT tém acdes parecidas,
mediante ao ataque a H,O,. A GPX é mais eficiente em uma alta concentracao e a
CAT em baixa concentracdo de ERO (FINAUD et al., 2006).

Reacao 8:

H,0, +2 GSH->GSSH (glutationa oxidada) + 2 H,O
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2.3.2 Antioxidantes ndo enziméaticos

Incluem as substancias encontradas nos alimentos como as vitaminas (C
e E), minerais (zinco, selénio), provitaminas (alguns carotenoides), aminoacidos
(taurina), flavondides e polifenéis conforme mostra a tabela 2. Substéncias
organicas como proteinas com grupo tiol (Glutationa - GSH), e varias outras
substancias de baixo peso molecular organicas como a ubiquinona e o acido urico
também tém acfo antioxidante e consideradas defesas exdgenas (KONIG e
BERG, 2002; BIESEK et al., 2005).



Tabela 2 — Principais antioxidantes ndo-enzimaticos
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Antioxidantes nao-

enzimaéaticos

Localizagao

Funcéo

Vitamina C

Ambiente aquoso da célula  Scavenger de RL Recicla

Vit. E

Vitamina E

Membranas celulares

Impede a lipoperoxidacéo
Reduz véarios ERO para a

forma menos reativa

Carotendides

Membranas celulares

Scavenger de RL Protege
da liperoxidacéo

Glutationa

Em todo o ambiente

celular

Scavenger de RL Remove
H+ e peroxidos organicos
na reacéao catalizada por

GPX Recicla Vit. C e E.

Flavonoéides/ Polifenodis

Membranas celulares

Scavenger de RL

Quelador de metais

Ubiquinonas

Membranas celulares

(Fonte: KONIG e BERG, 2002).

Scavenger de radicais de
02 e 02 singlet Recicla
Vit. E
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2. 3 EXERCICIO FiSICO E ESTRESSE OXIDATIVO

Os efeitos benéficos da atividade fisica ja sdo bem conhecidos. Em
individuos saudaveis a pratica regular de exercicio promove um aumento na
aptidao fisica e previne varias doencas como cardiopatias, obesidade e diabetes.
O aumento do VO;max em atletas pode melhorar a resisténcia a insulina em
pacientes diabéticos e a diminuicdo da morbidade ocasionada pelo infarto agudo
do miocéardio sdo alguns efeitos favoraveis do treinamento fisico verificado em
alguns estudos (FAISAL et al., 2009; PRAET et al., 2007; RISTOW et al., 2009).

Alguns estudos mostram que a suplementagdo de alguns antioxidantes
ndo-enzimaticos diminuiu o dano oxidativo em diferentes tecidos e doencas. Pinho
et al. (2005) observou que a administracdo de NAC reduziu a resposta inflamatoria
e 0s parametros de estresse oxidativo pulmonar em ratos expostos a poeira de
carvao. No estudo de Jain et al. (2009), os autores suplementaram vitamina C e E
em coelhos diabéticos e verificaram uma diminuicdo no dano do DNA plasmatico.
Ramirez-Tortosa et al. (2008) comprovaram que a suplementacao de coenzima Q
10 reduziu o estresse oxidativo em mitocondrias do figado de coelhos com
aterosclerose.

No exercicio fisico, varias pesquisas demonstram os efeitos positivos de
alguns antioxidantes. Silva et al. (2008) demostraram que o tratamento com NAC
pode ter alguns efeitos anti-inflamatorios e age sobre a regulacdo de citocinas pro-
inflamatorias apOs o exercicio excéntrico. Araudjo (2008) suplementou licopeno aos
pacientes com Doenca Arterial Coronariana e confirmou que a diminuicdo do dano
oxidativo ocorreu naqueles pacientes que estavam submetidos a um treinamento
de exercicio fisico intenso e controlado.

No estudo em que Sureda et al. (2008) suplementaram vitamina C e E em
corredores amadores e a suplementacdo com niveis moderados desses
antioxidantes reduziu o dano oxidativo, sem bloquear a adaptacdo celular ao
exercicio. Ja Zoppi et al. (2006) verificaram que a suplementacdo dessas duas

vitaminas em jogadores profissionais de futebol pode reduzir a peroxidacéo
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lipidica e 0 dano muscular durante o periodo de treinamento mas n&o tem nenhum
efeito sobre a performance.

O estresse oxidativo tem sido associado a diminuicdo da performance,
fadiga, dano muscular e overtraining (CARMELI et al., 2000). Por essa razao,
alguns pesquisadores sugerem que reduzir o estresse oxidativo pode melhorar a
tolerancia ao exercicio fisico bem como a performance (ALESSIO et al., 1999).

Embora os beneficios do aumento no VO, max sejam bem estabelecidos,
um paradoxo bioquimico é verificado. O aumento no consumo de O2 é essencial
para aptiddo cardiovascular e performance, porém 0 aumento no consumo durante
ou apoés o exercicio pode ser prejudicial, quando € excedida a capacidade normal
do individuo (PINHO, 2005).

A geracdo de ERO durante o exercicio depende do tipo (aerobia ou
anaerobia), intensidade, duracdo, exigéncia de energia, 0os niveis de consumo de
oxigénio e tensbes mecanicas impostas sobre os tecidos (FISCHER-WELLMAN,
2009). Entretanto, estudos tém demonstrado que o treinamento de endurance
aumenta as defesas antioxidantes, assim como a capacidade oxidativa do
musculo (PINHO et al., 2006; RADAK et al., 1999; TERBLANCHE, 2000).

A formacdo de ERO durante o exercicio fisico decorre de diversos
processos fisiologicos como a metabolizagdo do oxigénio celular, isquemia-
reperfusado, inflamacdo do tecido muscular e oxidacdo de catecolaminas (JI e
LEICHTWEIS, 1997; KONIG e BERG, 2002). Esses processos geram um actumulo
de ERO em algumas situacdes que podem ocasionar prejuizos relevantes na

performance.

2.3.1 FORMACAO DE ERO DURANTE O METABOLISMO DO OXIGENIO NA
CADEIA RESPIRATORIA

A fosforilacdo oxidativa resulta na producdo de ATP na mitocéndria em
situacBes normais. A oxidacdo do substrato ocorre no ciclo de krebs e na cadeia

transportadora de elétrons com o oxigénio como receptor de elétrons. Na cadeia
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respiratoria, 95-99% do oxigénio consumido é reduzido em &gua por reducdo
tetravalente (reacéo 1) catalizada pela CoQ (FINAUD et al., 2006). Entretanto, 1-
5% de O2 do fluxo da cadeia tranportadora de elétrons sdo desviados para a
formacéo de superédxido (FINAUD et al., 2006). No complexo I, a principal rota de
fuga para o oxigénio é reagir com o ferro e o enxofre encontrados no local e no
complexo lll. O produto formado pelas duas rea¢des é o superdxido, sendo que o
complexo Il libera-o por ambos os lados do interior da membrana mitocondrial.
N&o esta claro se este superdxido atravessa a membrana externa mitocondrial ou
€ dismutado por Cu / Zn-SOD localizada na mitocéndria localizada no espaco
inter-membrana. Durante o exercicio, a geracdo de ERO que ocorre durante a
atividade contratil est4 diretamente relacionada com o elevado consumo de
oxigénio que ocorre com o aumento da atividade mitocondrial (POWERS e
JACKSON, 2007).

2.3.2 FORMACAO DE ERO DURANTE ISQUEMIA-REPERFUSAO

InterrupcBes temporarias das bombas de ATP dependentes de Ca?* levam
ao aumento das concentracdes intracelulares de Ca*", o que durante o exercicio
pode ativar a via da XO. Concentracbes aumentadas de Ca®" intramusculares
durante periodos de exercicio de alta intensidade podem ativar as proteases
dependentes de Ca?*, as quais convertem a xantina desidrogenase (XO). A XO
usa o oxigénio molecular ao invés do NADH como aceitante de elétrons e assim
gera o radical superéxido (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007).

A alta concentracdo de Ca** em situacBes isquémicas tem sido associada
com outra via de producéo de ERO. O acréscimo das concentracdes de Ca®* pode
ativar a enzima fosfolipase A, a qual libera o acido araquidénio a partir dos
fosfolipideos. Zuo et al. (2004) concluiu que o metabolismo do acido araquidénico,
em associacdo com a atividade da lipoxigenase, é a maior fonte de O, no
musculo esquelético.

Exercicios intensos podem aumentar a producédo de ERO devido a hipdxia

e reoxigenacgao temporarias que ocorrem no musculo exercitado em funcdo de
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contragbes e relaxamentos estabelecidos ciclicamente. Durante a contracdo, a
compressdo vascular estabelece um quadro de isquemia, gerando uma hipoéxia.
Entretanto no relaxamento, acontece a reperfusdo, e, consequentemente, a
reoxigenacdo (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007). Sob condi¢cdes aerébias, o
oxigénio suficiente assegura que o0 ATP seja reposto primeiramente via
fosforilacdo oxidativa mitocondrial e que a hipoxantina/xantina sejam convertidas
para acido urico pela xantina desidrogenase do que pela xantina oxidase. Além
disso, o musculo esquelético tem baixa atividade da XO. Todavia a XO pode ser
um importante caminho quando o musculo apresentar um déficit de adenina
dinucletideo. Essa situacéo teoricamente pode acontecer em situacao isquémica,
exercicio isométrico, sprint, déficit de O2, exercicios com limitacdo vascular de
fluxo sanguineo (BEJMA e JI, 1999, CHEVION et al., 2003).

De acordo com Chevion et al. (2003) as reacdes catalisadas pela XO tém
sido consideradas algumas das mais importantes fontes de RL na
isquemia/reperfusdo do coragdo. Durante a isquemia o ATP é degradado em
adenosina difosfato (AMP) devido a demanda de energia do miocardio. Se o 02
for insuficiente, o AMP é continuamente degradado para hipoxantina que pode ser
convertido para xantina e acido urico pela XO, ligando-se a 1e- da reducéo do O2
e formando superdxido. A XD também pode ser convertida da forma reduzida
(xantina desidrogenase) para forma oxidada por proteases intracelulares que pode

ser ativada

2.4 SUPLEMENTACAO E EXERCICIO FiSICO

A origem do uso de suplementos ocorreu na Antiguidade e baseou-se no
comportamento supersticioso dos atletas e soldados. Estes foram orientados a
consumir partes especificas de animais, de forma a obter bravura, habilidade,
velocidade ou forca, caracteristicas desses animais. Manias dietéticas séo
conhecidas desde 400 a.C a 500 a.C, quando atletas e guerreiros ingeriam figado
de veado e coracéao de ledes (APPLEGATE; GRIVETTI, 1997).
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Os antioxidantes podem agir diretamente na neutralizacdo da acao dos
radicais livres ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com essa
funcdo (BARREIROS e DAVID, 2006). Especificamente, os antioxidantes podem
atuar na prevencao da propagacdo de RL, na hidrélise enzimética de ligacdes
estéricas para remocao de &cidos graxos peroxidados, no sequestro de ions
metalicos e na reducao catalitica-enzimatica dos perdxidos (THOMAS, 2000).

A suplementacdo de vitaminas e minerais € bastante discutida na
literatura, sua funcionalidade depende individualmente da necessidade de cada
um. Desta forma, uma avaliacdo alimentar, metabdlica e biolégica é
evidentemente necessario para prescricdo de suplementos. Suplementos
antioxidantes sdo comercializados e utilizados para neutralizar o estresse
oxidativo do exercicio. Se exercicio extenuante, de fato aumenta as necessidades
de antioxidantes suplementares na dieta, ndo é clara ainda na literatura (WILSON;
MANSOUR; STEWART; NIMMO; SHEPHERD; RIEMERSMA, 2001; URSO e
CLARKSON, 2003).

A perda da capacidade antioxidante em uma célula oxidada é devida
principalmente a um decréscimo de glutationa, pois € o tiol livre intracelular mais
abundante. O estresse oxidativo in vivo é traduzido como deficiéncia de glutationa
ou de seu precursor, cisteina. O antioxidante mais eficaz que vem sendo estudado
€ a NAC, que é um precursor de glutationa (ZAFARULLAH; SYLVESTER e
AHMAD, 2003). Quimicamente, a NAC é similar a cisteina. A presenca do meio
acetil reduz a reatividade desse tiol comparado a cisteina. A NAC é menos toxica,
menos suscetivel a oxidacdo e dimerizacdo e é mais soluvel em agua, fazendo
dele uma fonte melhor de cisteina que a propria administracdo parenteral de
cisteina (BONANOMI e GAZZANIGA, 1990).

A suplementagdo com a-tocoferol pode ser eficiente, para reduzir o
estresse oxidativo e a quantidade de lesdes as células, apds o exercicio exaustivo
foi observado que a suplementacdo promoveu menor concentracdo serica de CK
em resposta a exercicio extenuante de endurance praticado por atletas(ROKITZKI

et al., 1994). Outros autores verificaram esse efeito até 24 horas ap0s exercicio de
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corrida a 75% VO,max em homens jovens, suplementados com 1.000Ul /dia de
vitamina E durante 12 semanas (SACHECK et al. , 2001).

A suplementacdo com vitamina C por um tempo mais prolongado pode
causar beneficios em relacédo a dor e a lesdo musculares. A partir de uma sessao
de exercicio ndo habitual, em um estudo foi avaliado o efeito de duas semanas de
suplementacdo com vitamina C sobre a recuperagdo. O grupo suplementado
recebeu duas doses de 200mg de vitamina C/dia e, duas semanas apos o inicio
da suplementacao, os individuos foram submetidos a um protocolo de exercicio
intenso e prolongado. A concentracdo de CK e de mioglobina nao foi alterada pela
suplementacdo. Todavia, a suplementacdo atenuou o aumento da concentragéo
de MDA e da dor muscular, beneficiando a recuperac¢éo da funcéo do musculo. Os
autores verificaram também que a concentracdo plasmatica de IL-6 foi menor duas
horas ap0s o0 exercicio no grupo suplementado com vitamina C em relacdo ao
grupo placebo (THOMPSON et al., 2001).

A NAC é um tiol, um agente mucolitico e precursor de Lcisteina e
glutationa reduzida. NAC é uma fonte de grupos sulfidril nas células e combate os
radicais livres através de sua interacdo com radical hidroxila e peroxido de
hidrogénio (ARUOMA et al., 1989). As propriedades farmacologicas antioxidantes
da NAC séo a restauracdo dos estoques reduzidos de glutationa, a vasodilatacdo
pela reposicao de oxido nitrico através do aumento de sulfidrilas e a reducdo da
producdo de citocinas proinflamatérias como interleucina 8 e fator de necrose
tumoral (PATERSON; GALLEY e WEBSTER, 2003).
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3 METODOS

3.1 Caracterizagao da pesquisa

Esta pesquisa caracteriza-se por ser do tipo experimental com
delineamento pré-experimental (THOMAS e NELSON, 2002). Trata-se de um
estudo de intervencdo que serd realizado com a ingestdo de suplementacéo de
NAC.

3.2 Sujeitos do estudo

Para a realizag&o do estudo foram recrutados 23 atletas do time profissional
de Voleibol - CIMED, néo fumantes, que néo faziam uso de suplementacédo de
antioxidantes, restricdo ou outro tipo de controle alimentar, que nao apresentaram
nenhum historico recente de lesdo muscular ou ésteo-articular ou que estivessem
em regime de treinamento superior a trés meses. Inicialmente os atletas foram
submetidos a um protocolo progressivo em esteira (protocolo de Rampa*) com
medicdo direta do consumo de oxigénio (VO, max) determinado em ambiente
controlado com temperatura entre 21°C e 22°C. Adicionalmente, foram ainda
avaliados massa corporal, estatura e composicao corporal (percentual de gordura
e massa magra). Apos a selecdo, todos preencheram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Atletas que apresentam algum desconforto
gastrointestinal pelo uso da NAC, ou aqueles que ndo conseguiram realizar todo

protocolo de treinamento.

* Protocolo de rampa: apés um periodo de coleta das variaveis no repouso e na
carga zero (2-3 minutos cada), a velocidade foi incrementada de acordo com o
grau de aptiddo estimada do individuo — de tal forma que o tempo total de

incrementac&o varie entre 8 e 12 minutos (RADAK et al., 1994).
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3.2.1 Critérios de incluséo e exclusao

Inclusado: Atletas do time juvenil de Voleibol - CIMED, n&o-fumantes, que nao
faziam suplementacdo de antioxidantes, restricdo ou outro tipo de controle

alimentar.

Exclusao: Histérico recente de lesdo muscular ou ésteo-articular e atletas que

apresentassem algum tipo de alergia a N-acetilcisteina ou a Maltodextrina.

3.3 INSTRUMENTOS E PROCEDIMENTOS

3.3.1 Teste Ergoespirométrico

Inicialmente os atletas foram submetidos a um protocolo progressivo em
esteira (protocolo de Rampa) com medicdo direta do consumo de oxigénio,
através de espirometria de circuito aberto, avaliados o0s parametros
cardiovasculares: frequéncia cardiaca (bpm), presséao arterial (mmHg), registro
eletromiogréafico e parametros ventilatérios, em um Ergopneumotest, marca Erich-
Jaeger, ventilacdo pulmonar (Ve - BTPS I/min), consumo de oxigénio (VO
ml/kg/min), producéo de diéxido de carbono (VCO; I/min); razdo de trocas gasosas
(QR), equivalentes ventilatérios para o oxigénio (VeO- I/min) e dioxido de carbono
(VeCOz I/min), pulso de oxigénio (Pulso de O,), relacdo espaco morto ventilatorios,
— volume corrente, reserva ventilatéria e relacdo consumo de oxigénio—carga de
trabalho. O teste foi interrompido quando o sujeito atingiu a exaustdo voluntaria
com incapacidade de manter o ritmo de corrida ou quando atingir conjuntamente
as seguintes alteracdes: concentracdo de lactato maior que 8 milimoles.I”* durante
o Ultimo estagio, quociente respiratdrio (QR) maior que 1,15, frequéncia cardiaca
no ultimo estagio maior 10 bpm da FC maxima prevista, platd de VO, com

aumento da taxa de trabalho.
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Para a caracterizacao dos atletas foram avaliados também:

Massa corporal
A avaliagdo do peso corporal foi realizada com uma balanga da marca

Filizola com preciséo de 0,1 kg.

Estatura

A estatura foi realizada com um estadiémetro com precisao do instrumento
de 0,1 cm., constituido de uma parte fixa a parede e outra parte na plataforma do
aparelho, onde se desliza um cursor no qual se mede a estatura do individuo na

posicao em pé.

Densidade corporal

A densidade corporal foi determinada pela técnica de pincamento de
pregas de pele e gordura subcutanea, afastada do tecido muscular subjacente.
Sera feita com um Compasso da marca HARPENDEN, que registra em milimetros
a espessura dessa dupla camada. Os valores obtidos serdo lancados na seguinte

equacao de Petroski (1995)% para obter a densidade corporal:

D = 1,10726863 - 0,00081201 x (34DC) + 0,00000212 x (>4DC)> -
0,00041761 x (idade). Sendo que: S4DC = triceps + subescapular + supra iliaca
+ coxa.

Percentual de gordura

A partir da densidade pode-se estimar a quantidade relativa de gordura
corporal através da equacéo de SIRI (1961);
% de gordura = (4,95/D) - 4,5 x 100.
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Massa magra

A massa corporal magra € composta pelos muasculos, 0ssos, e 6rgaos
vitais e seré determinada pelo método de composicao corporal onde:
Massa Magra (MM) = Massa corporal — Massa gorda.

Escala de borg
Foi utilizada para avaliar a classificagdo da percepcdo subjetiva do

esforgo.

() Nenhuma
0,5 Muito, muito leve
1 Muito leve

2 Leve

3 Moderada

4 Pouco intensa

5 Intensa

6

7 Muito intensa

8

9 Muito, muito intensa
10 Maxima

3.3.2 Tratamento experimental

Apés a selecdo e avaliacdo dos parametros de aptiddo fisica e
composicao corporal os atletas serdo divididos randomicamente em 2 grupos:

placebo e suplementado com NAC.
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Os atletas realizaram a mesma sessédo de treinamento determinado pela
Comissao Técnica do time durante umdia no final da temporada de 2011. No dia
do treinamento os atletas serdo suplementados com NAC ou placebo
(maltodextrina pura, sem sabor e da mesma coloragéo de NAC) (1200mg).

DESENHO DO ESTUDO

SUPLEMENTACAO COLETAS DE SANGUE
AGUDO AGUDO
[ 1 [ 1
Dose de Dose de Pre Treinamento Pas

600mg de MNac 600mg de Nac Exercicio Intenso de E=xercicio

ou Placebo ou Placebo 13h30min Woleibol 16h30min
(11h30min} (14h)

Coleta de Coleta de

Sangue Sangue

Todos os voluntarios foram separados aleatoriamente para grupo controle e
experimental de maneira duplo-cega. O grupo experimental tomara 600 mg de
suplemento oral de NAC (Drozelev S/A, Brasil), uma 30 minutos antes do almoco
(12h) e outra no inicio do treinamento de voleibol (14h). Ao longo do treino, 0s
pesquisadores solicitara aos voluntarios se eles terdo experimentado efeitos
colaterais da suplementacdo com NAC, como dores de cabeca ou dor abdominal.
Foi realizada somente uma Unica secdo de treinamento com duracdo de 120
minutos, dividida em treinamento em quadra (90 minutos) e em academia de
musculacdo (30 minutos) com de treinamento resistido com aparelhos e pesos

livres, sendo monitorado pela escala de Borg.
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Estrutura de Treino

A estrutura do treinamento obedecia a uma ordem conforme o modelo a

seguir:

1) Flexibilidade: Alongamentos Estético e Passivo

2) Técnico: a) Saque;
b) Recepcéao;

c) Ataque
3) Coordenacdo com brincadeiras com pequenos jogos
4) Resisténcia Aerobia: Continuo Limiar - 30 minutos

5) Resisténcia de forca para membros superiores e inferiores.

Os exercicios realizados apdés o treinamneto foram o0s exercicios
ultiarticulares como leg press de 45°, agachamento, supino reto, puxador frente, e
exercicios uniarticulares como extenséao e flexdo de joelhos, flexdo e extensdo de
cotovelo com helteres e flexado plantar, todos eles foram realizados o Teste de 1
repeticdo maxima (RM). O treinamneto de forca era realizado com 5 séries de 20
repeticdes com 60% de 1RM para membros superiores e 6 séries de 20 repeticdes
com 65% de 1RM para os membros inferiores. Esse treinamento tinha como
obejtivo na modalidade voleibol oferecer estimulos de resisténcia de forca
maxima, para melhora da impulsdo no salto vertical, na realizacdo de fundamentos

como bloqueio, saque, bem como em deslocamentos curtos (VIEIRA et al., 2008).
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3.3.3 Suplementagéo

A suplementac@o de NAC foi realizada através do consumo de capsulas
com o produto sintético.

3.3.4 Controle do Estudo

Os atletas foram orientados para ndo se exercitarem além do previsto no
protocolo de treinamento e ndo fazerem consumo de alcool, bebidas energéticas
ou qualquer tipo de suplementos ou complementos alimentares durante dois dias
antes do experimento inclusive no dia do mesmo.

Os atletas foram orientados a efetuar um recordatorio alimentar de trés
dias (ANEXO A), com a finalidade de analisar a possivel relacdo entre a ingesta

alimenatar e as variagdes bioquimicas.

3.3.5 Coleta de Sangue

As amostras de sangue foram coletadas 30 minutos antes do inicio do
periodo de exercicio fisico e imediatamente apds o exercicio, por um técnico
laboratorial habilitado. A veia antecubital mediana foi puncionada, sendo coletados
13 MI, pela insercdo de uma agulha hipodérmica (25 x 7 mm) e o sangue foi
coletado usando-se sistema a vacuo (Vacuntainer®) em um tubo contendo
heparina sédica e em um tubo sem anticoagulante ou aditivos. O plasma e o0 soro
foram obtidos imediatamente através de centrifugacdo do sangue (1000 x g, 15

min, 4 °C) e congelados a — 80 °C para a realizacao posterior das analises.
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3.3.6 Ensaios Bioquimicos

Os ensaios bioquimicos foram realizados no Laboratério de Lipideos,
Aterosclerose e Estresse Oxidativo da Universidade Federal de Santa Catarina,
em Floriandpolis/SC.

O sangue foi utilizado para analise sérica de:

ESTRESSE OXIDATIVO

v Glutationa Peroxidase (GPx);

v' Supero6xido Dismutase (SOD);

Catalase (CAT);

Glutationa Total,

Glutationa Reduzida (GSH);

Capacidade Antioxidante (FRAP);

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS);

Peréxidos lipidicos (LOOH);

N N N N N N

Proteina Carbonilada e marcadores bioquimicos e de lesao

tecidual.

DANO TECIDUAL

Alanina aminotransferase (TGO);
Aspartato Amino Transferase (TGP);
Fosfatase Alcalina;

Lactato Desidrogenase (LDH);
Creatina Quinase (CK);

Acido Urico;

AN N N NN

Creatinina; Uréia.
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Capacidade Antioxidante Total do Plasma: A capacidade antioxidante do
plasma dos individuos foi determinada através do potencial antioxidante redutor
férrico (“ferric reducing antioxidant potential’;, FRAP). Neste ensaio, os
antioxidantes presentes no plasma sao avaliados como redutores do Fe+3 a Fe+2,
o qual é quelado pela 2,4,6-Tri(2-Piridil)-s-Triazina (TPTZ; Fluka — Milwaukee,
EUA) para formar o complexo Fe+2-TPTZ com absorcdo maxima em 593 nm
(BENZIE & STRAIN, 1996). Trinta microlitros de plasma foram misturados com 1
mL de reagente contendo FeCI3 1,7 mM e TPTZ 0,8 mM preparado em acetato de
sédio 300 mM, pH 3,6. As amostras foram incubadas por 15 min a 37° C e a
absorbancia em no maximo 593 medida em espectrofotbmetro UV-Visivel
(Spectrum 2000, EUA). Os resultados foram calculados utilizando-se uma curva
padrao preparada com diferentes concentracdes de Trolox (Sigma, St. Louis-
EUA), um analogo hidrossolivel da vitamina E, e foram expressos como

equivalentes Trolox.

Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS): A avaliacdo da
peroxidacéo lipidica foi realizada através da deteccéo dos derivados dos produtos
de oxidacédo, substancias que reagem com o acido tiobarbiturico, destacando-se o
malondialdeido (MDA), conforme procedimento descrito previamente por
Esterbauer e Chelseman (1990). Aliquotas de 250 pL das amostras de soro
deveram ser misturadas com 0,5 mL de &cido tricloroacético 30 % contendo HCI
0,5 N e com 50 ul de BHT 10 mM. O acido tiobarbitarico a 0,73 % foi adicionado e
a mistura e foi incubada a 100°C, por 15 min. Apos resfriamento em agua com
gelo, foram adicionados 2,0 ml de n-butanol e os tubos foram agitados (vortex) por
30 s e centrifugados a 1000 x g por 15 min. As absorbancias do sobrenadante
deveram ser determinadas em no maximo 532 nm (espectrofotdmetro Spectrum
SP-2000, EUA). Como padréao foi usado o 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Aldrich,

Steinheim-Alemanha), recentemente preparado.

Peroxidos Lipidicos (FOX): Os peroxidos lipidicos presentes no plasma foram

guantificados pelo método da oxidac&o do ferro com alaranjado de xilenol (FOX),
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conforme descrito por Jiang et al. (1991). O principio do método baseia-se na
rapida oxidacdo do Fe+2 a Fe+3 em meio &cido, mediada pelos peréxidos
lipidicos. O Fe+3 na presenca de alaranjado de xilenol forma um complexo (Fe+3-
alaranjado de xilenol) que pode ser quantificado espectrofotometricamente em 560
nm. O reagente de trabalho FOX (1,9 mL), contendo H2SO4 250 mM, BHT 880
mg/L, alaranjado de xilenol 76 mg/L e sulfato de ferro e aménio 98 mg/l em
metanol, foi adicionado a aliquotas das amostras de plasma. Em seguida, a
mistura foi mantida a temperatura ambiente por 30 min. Apos esse periodo de
tempo, os tubos foram centrifugados (1000 x g, 5 min) e as absorbancias deveram
estar em 560 nm. Para a quantificacdo dos peroxidos lipidicos foi utlizado a uma

curva-padrao de peréxido de hidrogénio.

Proteinas Oxidadas (Carboniladas): O conteiudo de proteinas modificadas
oxidativamente (carboniladas) foi determinado, espectrofotometricamente, pela
formagdo de derivados proteinas-hidrazonas, usando a 2,4-dinitrofenilhidrazina,
conforme protocolo padrao descrito por Levine et al (1990). Aliquotas de 100uL de
plasma foram misturadas a 600 uL de DNPH 10 mM e 600 L de acido cloridrico
(HCL) 0,2 N em tubos tipo Eppendorf. Os tubos, inicialmente, foram agitados em
vortex e, em seguida, mantidos em temperatura ambiente no escuro por 60 min.
Durante este periodo, os tubos foram, novamente, agitados em vortex a cada 10
min. Apoés, 600 yL de TCA 20% foram adicionados aos tubos, agitados em vortex
e novamente mantidos em temperatura ambiente no escuro por 10 min. Em
seguida, a mistura foi centrifugada a 11000 x g por 5 min a 4° C. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado (“pellet’) sera lavado trés vezes com 800 pL de
etanol-acetato de etila (1:1). Entre cada lavada, os tubos foram incubados por 10
min a temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugados a 15000 x g por 5
min a 4 °C. Apos a ultima centrifugacdo, foram adicionados 900uL de guanidina
6,0 M, preparada em KH2P0O420 mM, ao “pellet” e incubado em banho-maria a
37°C, por 60 min, sob agitacdo continua. Depois deste periodo de incubacéo, os

tubos serdo centrifugados a 15000 x g por 10 min a 4 °C e a absorbancia deveram
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estar em 360 nm para zerar o espectrofotometro. Os brancos foram preparados,
substituindo-se a DNPH por &cido cloridrico (HCI) 2 M.

Para a determinacéo da quantidade de proteinas totais, a mistura do tubo
branco da reacédo (100 uL) foi diluida em 900 pL de solucdo de guanidina 6,0 M
(1:9 g/v) e, entdo, a absorbancia sera lida em 280 nm. A concentracdo de
proteinas totais (mg/L) foi calculada, utilizando-se a albumina bovina como padréo.
A concentracdo de proteinas carboniladas foi determinada, utilizando o coeficiente
de extingdo molar de 22 mM, sendo expressa em nanomol (nmol) por miligrama

de proteina.

Glutationa Reduzida (GSH): Para avaliar a concentracdo de tidis de baixo peso
molecular nos eritrocitos, como a glutationa reduzida (GSH), foi empregado o
método de Beutler et al. (1963). Inicialmente, uma aliquota de sangue total
heparinizado foi hemolizada com agua gelada e as proteinas serdo precipitadas
pela adicdo de acido tricloroacético 30%. Aliquotas de 0,1 mL do hemolizado
serdo misturadas com 0,2 mL de &acido 2,3-ditionitrobenzoico 2,5 mM (DTNB;
Aldrich, Steinheim - Alemanha) em tubos contendo 1,9 mL de tamp&o Tris-HCL pH
8,0. Apss cerca de 3 min, a absorbancia do anion tiolato (TNB) de cor amarela foi

medida em até 412 nm. Como padréo foi utilizado a GSH (Sigma, St. Louis-EUA).

Acido Urico: A concentracdo de &cido urico no soro dos individuos foi
determinada atravées do método de Trinder baseado no sistema
oxidase/peroxidase, utilizando-se o conjunto de reagentes Labtest[] (Lagoa Santa-
MG), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Nesse método, o acido Urico
presente na amostra de soro € oxidado a alantoina e peroxido de hidrogénio,
através da acédo catalitica da enzima uricase. O peroxido de hidrogénio é utilizado
numa segunda reacdo oxidativa de acoplamento com a 4-aminoantipirina e o
acido di-hidroxi-benzeno-sulfénico, catalisada pela enzima peroxidase, para a
producdo do cromdgeno antipirilqguinoneimina, a qual possui absorbancia maxima

em 510 nm. A intensidade de absorbancia do produto colorido é diretamente



39

proporcional & concentracdo de &cido uUrico na amostra. Para o calculo da

concentracgéo, foi utilizado um padréo de acido Urico.

Creatina Quinase (CK): A atividade da enzima indicadora de lesdo tecidual
cretina quinase (CK) foi quantificada no soro dos individuos utilizando-se o
sistema de reacdo Labtestl] (Lagoa Santa-MG), através de método cinético,
conforme as instru¢cdes do fabricante. A CK catalisa a reacdo reversivel de
fosforilacdo da creatina usando ATP como doador de fosfato. O principio do
método baseia-se na medida dos produtos finais, creatina e ATP, formados na
reacdo catalisada pela CK entre a creatina-fosfato e o ADP. O ATP produzido na
primeira reacdo é, entdo, empregado em um ensaio enzimatico acoplado de
glicose utilizando-se as enzimas glicose hexoquinase e glicose-6-fosfato
desidrogenase. A producdo de NADPH na reacado indicadora foi monitorada em
340 nm, a qual esta relacionada a atividade da CK na amostra, sendo que a
atividade da enzima foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade (€)
do NADPH.

Lactato Desidrogenase (LDH): A LDH catalisa a interconversédo do piruvato em
lactato com NADH ou NAD atuando como cofatores, respectivamente. No sistema
de reacdo, a producdo do NADH foi monitorada em 340 nm, equivalendo-se a
atividade da LD da amostra. O € do NADH 340 nm de 6,22 x 103 L/mol-1.min-1 foi

utilizado para o calculo da atividade da LD.

Aspartato Amino Transferase (AST): A AST catalisa a reacao de interconversao
dos aminoacidos aspartato e glutamato pela transferéncia de um grupo amino. A
determinacao da atividade da AST baseia-se na formacdo de oxaloacetato a partir
do aspartato e a-cetoglutarato. Neste procedimento, o oxaloacetato formado pela
acao catalitica da AST é reduzido a malato pela enzima malato desidrogenase
utilizando NADH como doador de hidrogénio. A oxidacdo do NADH a NAD foi
monitorada em 340 nm, correspondendo a atividade da enzima AST da amostra.
Para o célculo da atividade foi utilizado o € do NADH de 6,22 x 103 L/mol-1.min-1.
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Alanina Amino Transferase: A ALT catalisa especificamente a transferéncia do
grupo amina da acido alanina para o cetoglutarato com formagédo de glutamato e
piruvato. O piruvato é reduzido a lactato por acao da lactato desidrogenase (LDH),
enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A diminuicdo da absorbancia
em 340nm, consequente a oxidacdo da coenzima NADH € monitorada

fotometricamente, sendo diretamente proporcional a atividade da ALT na amostra.

Glutationa Total: Para determinar a glutationa total foi empregado o método
enzimatico de Tietze (1969 e Griffith, 1980). A reacdo de cinética enzimética foi
realizada em tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,5, contendo DPTA, NADPH, e DTNB.
Como iniciador da reacao foi utilizado a glutationa redutase (GR). A glutationa
oxidada (GSSG) foi reduzida pela GR na presenca de NDPH formando a GSH, a
gual reage com o composto DTNB, formando o acido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB-),
um composto amarelo cuja absorbéncia pode ser medida em 412 nm. A
guantidade de GSSG na amostra de eritrocitos foi calculada utilizando-se o padrao
comercial de GSSG. A concentracdo de glutationa total foi obtida pela somatéria
das concentracfes de GSSG e de GSH obtida pelo mesmo principio de reacdo

com o DTNB, porém sem a enzima GR.

Superéxido Dismutase (SOD): A atividade da SOD foi determinada com base na
inibicAo da reacdo do radical superoxido com a adrenalina. A oxidacdo da
adrenalina leva a formacdo de um produto colorido, o adenocromo, detectado
espectrofotometricamente. A atividade da SOD foi determinada medindo a
velocidade de formacédo do adenocromo, observada em 480 nm, em um meio de
reacdo contendo glicina-NaOH e adrenalina. Uma unidade de enzima (atividade)
equivale a quantidade de enzima que inibe em 50% a oxidacédo da adrenalina por

minuto e por miligrama de proteina.

Glutationa Peroxidase (GPx): A atividade da GPx foi determinada pelo método

de Wendel (1981) que utiliza o peroxido de tertbutila como substrato da reacao,
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ocorrendo a oxidacdo da GSH pela GPx gerando GSSG, que é convertida em
GSH pela glutationa redutase, consumindo nessa reacdo uma molécula de
NADPH. A cinética da reacdo foi acompanhada em 340 nm e para o célculo da
atividade sera utilizado o coeficiente de absortividade molar do NAPH em 340 nm,
6,22 x 103 L.M-1.cm-1. Uma unidade de GPx equivale a quantidade de enzima

gue hidrolisa 1 ymol de substrato por minuto e por litro de amostra.

Catalase: A atividade da catalase foi determinada segundo o método de Aebi
(1984) o qual se baseiou ho acompanhamento da decomposicdo do peréxido de
hidrogénio (H202), determinado espectrofotometricamente em 240 nm. Uma
unidade de catalase (atividade) equivale a quantidade de enzima que hidrolisa 1

pMmol de substrato por minuto e por miligrama de proteina na amostra.

3.4 TRATAMENTO ESTATISTICO

A andlise descritiva dos dados foi apresentada na forma de meédia e
desvio padrdo. Para realizar o teste de normalidade foi realizado o teste t de
Student ou teste de Wilcoxon (comparacéao inter grupos; NAC vs. placebo). Foi
realizado o Teste de analise de variancia (ANOVA) two-way, seguido pelo teste
post hoc Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0.05). Foi utilizado o
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versdo 12.0 como pacote

estatistico.



4 RESULTADOS

O estudo foi realizado com 18 atletas do voleibol, com idade entre 14 e 19
anos, do sexo masculino, com idade de 15,5+0,87 anos randomizados em grupo
suplementacao (n=9) e placebo (n=9) (Tabela 1), integrantes do Grupo da CIMED,

gue realizavam seu treinamento regular sem o0 uso de suplementacdo com

antioxidantes.

Tabela 1: Caracterizagcéo dos grupos

Controle-Placebo

Experimental-NAC

Idade (anos) 15,5+0,57 15,67 £1,12
IMC (kg/m?) 22,32+ 2,74 23,69 + 4,61
VOapico (Ml.kg™.min™) 50,76 + 7,0 45,96 + 6,07
FC do Limiar 1 146 +9,2 148,7 + 3,68
FC do Limiar 2 179,5 + 4,65 177,7 £ 4,15

Os resultados estao expressos em meédia + desvio-padrao e valores minimos e maximos; IMC —

indice de Massa Corporal; FC — Frequéncia cardiaca.

Os resultados referentes ao dano tecidual e marcadores bioquimicos
(Tabela 2), mostram que a suplementacdo com uma Unica dose de NAC nao
alterou significativamente o percentual de variacdo dos parametros bioquimicos

em relacdo a variacdo observada no grupo placebo promovida pelo exercicio

fisico.
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Tabela 2. Efeito da suplementacdo aguda com NAC 1200mg nos marcadores de
dano tecidual (Variacéo percentual em relagdo ao pré-exercicio)

Agudo (Variagao %)

Parametros Placebo NAC

ALT 21,5 +65,3 1,1+31,6
AST 85,5 (49,1-92,3) 21,6 (18,7-73,3)
Fosfatase Alcalina 2,1(1,7-6,9) 3,9 (2,3-5,8)
LDH 31,9+6,0 244 +6,1 **
CK 36,5 (31,3-51,7) 35,1 (27,9-49,2)
Acido Urico 13,9+7,7 4,5+19,9
Creatinina 13,0 (10,2 - 33,1) 2,4 (10,3 -4,5)
Uréia 1,6 +£16,3 6,1 +215

Os resultados estdo expressos como média * desvio-padrao.

Os dados referentes a enzimas antioxidantes (Tabela 3), mostram que uma
suplementacdo de uma uUnica dose de NAC nao alterou significativamente o
percentual de variacdo dos marcadores de estresse oxidativo (em relacdo a
variacdo observada para o placebo) promovida pelo exercicio fisico. Com excec¢ao

de tendéncia ao aumento de LDH.
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Tabela 3: Efeito da suplementacdo aguda com NAC 1200,0 mg/dia nos
marcadores de estresse oxidativo de atletas. (Variagdo percentual em relacdo ao

pré-exercicio)

Basal (Variagéo %)

Parametros NAC Placebo
Glutationa Peroxidase 70,5+0,7 70,3+1,0
SOD 349+234 26,7 +24,8
Catalase 13,0+125 29+304
Glutationa Total (nmol/mg Hb) 8,2+16,7 0,12+12,9
GSH (nmol/mg Hb) 7,9 (-25,4 - 4,8) 0,3 (-10,0 - 13,7)
Capacidade Antioxidante 125+6,1 145+14,9
TBARS 1,8+0,9 5,7+21
LOOH 10,6 (-45,4 -118,9) 57,4 (-8,6 - 216,9)
Proteina Carbonilada 28,5+11,9 256 +£11,9

Os resultados estdo expressos como média = desvio-padrdo ou mediana.

Em relacéo as tabelas pré e pés-suplementacéo (4 e 5), observamos que
a quantidade de Vitamina C apresentou elevada, podendo ter mascarado 0s
resultados do exercicio fisico e placebo. E a ingesta de alimentos onde os
participantes realizaram um recordatorio alimenatr de trés dias, na totalidade

esteve dentro dos padrées recomendados.



Tabela 4: Informacdes Nutricionais dos Atletas-Placebo

Avaliacao Nutricional

Valor Médio Recomendado
Vitamina A 326, 06+189, 51 900
Vitamina E 10, 1346, 94 15
Vitamina B12 3,301, 78 2,4
Acido Folico 148, 91+136, 98 400
Vitamina C 88, 25+121 75
Cobre 0, 8240, 46 0, 89
Manganés 1, 7941, 23 1,6
Zinco 9, 304, 49 11
Ferro 12, 57+4, 45 11
Os resultados estao expressos como media + desvio-padréo.
Tabela 5: Informac¢des Nutricionais dos Atletas Experimental

Avaliacado Nutricional

Valor Médio Recomendado
Vitamina A 466, 06+323, 42 900
Vitamina E 14, 604, 80 15
Vitamina B12 3, 71+2, 53 2,4
Acido Folico 118,04+59, 14 400
Vitamina C 128, 48+106, 68 75
Cobre 1, 1940, 59 0, 89
Manganés 3, 3041, 59 1,6
Zinco 12,5245, 54 11
Ferro 12,57+4, 58 11

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padréo.
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5 DISCUSSAO

O exercicio € promovido para melhorar a saude geral e prevencao muitas
doencas, como doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, e céancer
(LEEUWENBURGH e HEINECKE, 2001). No entanto, varios estudos tém
mostraram que o exercicio intenso pode provocar efeitos adversos associado ao
estresse oxidativo, tais como vazamento de elétrons dentro da mitocéndria, auto-
oxidacdo da catecolamina, a atividade NADPH, ou um reperfusao isquémica
(BLOOMER, 2008).

Para combater esses radicais 0 organismo possui sistemas de defesas
antioxidantes, sendo chamado de enzimético, onde enzimas especificas atuam no
combate aos radicais, ou dietéticos que sédo antioxidantes adquiridos na dieta,
além desses, alguns hormoénios também atuam na defesa anti-radicais (KOURY e
DONANGELO, 2003).

Os efeitos do exercicio sobre o metabolismo da glutamina ndo estao
totalmente esclarecidos. Fatores como intensidade e duracdo do exercicio, estado
nutricional dos individuos e diferencas no tempo de coleta de sangue, forma de
estocagem de amostras de plasma e as técnicas bioquimicas de medida da
concentracdo de glutamina sdo responsaveis pelos dados contraditorios
apresentados por diferentes autores (WALSH et al., 1998).

Além disso, a suplementacdo de NAC em baixas concentracdes (600 mg)
por dia durante 14 semanas reduziu radicais superéxido e melhorou a glutationa
peroxidase em voluntarios saudaveis, enquanto que uma alta dose em 1200 mg
por dia reduziu significativamente a hidrogénio peréxido (H,O,) em pacientes com
DPOC (BRIDGEMAN et al., 1994). Evidéncia interessante NAC mostrou que inibiu
a fadiga muscular (FERREIRA e REID, 2008). Em nosso estudo houve aumento
da glutationa total, porém ainda ndo foi suficiente para proteger do estress
oxidativo e dano tecidual.

No entanto, um estudo anterior mostraram que uma alta concentracdo de
NAC (1,8 g por dia durante 2 semanas) aumentou cisteina plasma mas nao

melhorou o plasma GSH significativamente (WITSCHI et al. , 1995). Portanto, é
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possivel que apesar dos aumentos em cisteina, os efeitos antioxidantes da GSH
pode néo ser realizado.

O fato de uma Unica dose de 1200mg de NAC néo ter sido suficiente para
ter efeito antioxidante, frente a outros estudos, onde ap6s um minimo de 3 dias de
administracdo desta substancia demonstraram tais efeitos, pode ter base no
mecanismo dose-resposta, fato que foi exposto em estudo sobre a vitamina E
(1600 Ul/dia) em que a redugdo maxima do estresse oxidativo, ndo ocorreu antes
de 16 semanas de suplementacdo (ROBERTS et al., 20007).

NAC é usada clinicamente em pacientes com doenc¢a pulmonar obstrutiva
cronica cronica (DPOC) ou sindrome de angustia respiratéria aguda (ARDS). NAC
suplementacdo durante um curto periodo (5 dias) diminuiu significativamente a
fagocitose e melhorou o nivel de GSH no sangue de pacientes com DPOC
(SADOWSKA et al., 2007; BRIDGEMAN et al., 1994). Além disso, suplementacéo
de NAC em baixas concentragbes (600 mg) por dia por 14 semanas reduziu
radicais superoxido e melhorado glutationa peroxidase em voluntarios saudaveis,
enquanto que uma alta dose em 1200 mg por dia reduziu significativamente a
hidrogénio peroxido (H,O,) em pacientes com DPOC (BRIDGEMAN et al., 1994).
Evidéncia interessante NAC mostrou que inibiu a fadiga muscular (FERREIRA e
REID, 2008).

Os resultados desse estudo ndo confirmaram nosso objetivo. Os achados
demonstraram que a suplementacdo com NAC néo alterou o dano oxidativo, e
teve uma tendéncia dano tecidual (Idh) lactato desidrogenase . Em nosso estudo
todos os particapantes realizaram um recordatorio alimentar durante trés dias,
apoOs as estatisticas verificamos que a quantidade de ferro foi acima dos niveis
sugeridos.

A NAC pode apresentar limitacdo como antioxidante, e ainda, apresentar
possiveis efeitos pro-oxidante pela sua facil interacdo com ferro. Pois, Neal et al.
(1998), sugerem que os ions de ferro livre liberados na inflamacéo, em contato a
NAC levam a formacdo de perdoxido de hidrogénio, radical hidroxil e radicais
sufidrilas como RS. , RSO- . Tém sido demonstrados que a producdo de O.

derivada de leucdcitos polimorfonucleares potencializam a liberacéo catalitica de
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ferro, potencializando o efeito pré-oxidante da NAC (BIEMOND et al.,1984;
BOLANN e ULVIK, 1990). Segundo CHILDS et al., (2001) o ferro € um metal de
transicdo que tende a sequestrar os sitios ativos de antioxidantes hidrossollveis
desestabilizandoos quimicamente.

A suplementacdo antioxidante pode ser feita via dietética ou suplementar.
A fibra da dieta pode ser parcialmente responsavel pela baixa biodisponibilidade
de carotenoides via dietética comparada a suplementos purificados. Foi observada
uma reducédo na biodisponibilidade de beta-caroteno, licopeno e luteina ingeridos
sob forma de suplemento misto causada pela presenca de diferentes fibras
dietéticas (RIEDL et al., 1999).

As frutas e vegetais contém muitos compostos com potencial atividade
antioxidante, como vitaminas C e E, carotenoides, clorofilas, e uma variedade de
antioxidantes fitoquimicos como compostos fendlicos simples, glicosideos e
flavonoides (PELLEGRINI et al., 2007).

A maioria dos antioxidantes presentes em citros € vitamina C e polifenadis,
principalmente flavonoides. A vitamina C proporciona protecao contra a oxidacao
descontrolada no meio aquoso da célula, devido ao seu alto poder redutor. Os
polifendis sdo substancias com grande poder de neutralizar as moléculas de
radicais livres (KLIMCKAC et al., 2007; JAYAPRAKASHA; PATIL, 2007).

O sistema nao-enzimatico inclue as vitaminas E, C e betacaroteno, GSH,
e NAC entre outros. A maioria desses oxidantes sdo encontrados na alimentacéo
e podem ser suplementados por uma dieta alimentar. A Vitamina E e betacaroteno
sdo antioxidantes lipossollveis e protegem as membranas celulares dos ataques
por RL. A vitamina C e a glutationa sdo hidrossoliveis e fundamentais na
regeneracdo da Vitamina E protecdo dos constituintes lipidicos e protéicos
celulares (Urso e Clakson, 2003).

Em nossos dados ndo houve diferenca estatisticas na maioria das
Vitaminas avaliadas, porém, a quantidade de Vitamina C apresentou elevada , ou
seja, acima dos valores recomendados pelas DRI'S em 2002 (COZZOLINO e
COLlI, 2002), podendo ter mascarado os resultados do exercicio fisico e placebo.

E a ingesta de alimentos onde os participantes realizaram um recordatorio
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alimenatr de trés dias, na totalidade esteve dentro dos padrbes sugeridos,
podendo sugerir que em um ambiente nutricional adequado, ou seja, niveis
adequados, a suplementacdo exdégena de antioxidantes ndo produz efeitos
satifatorios.

Sao poucos os trabalhos que se dedicaram em estudar efeitos de
antioxidantes agudamente, valendo ressaltar o estudo de Valadao e colaboradores
(2011), que encontraram resultados que indicam que uma Unica dose de café
aumenta a atividade de enzimas antioxidantes, melhorando a protecdo contra o
estresse oxidativo em ratos. Em outro estudo realizado por Leelarungrayub e
colaboradores em 2011 também realizado em curto prazo, onde efetuaram uma
avaliagdo agudamente, mas nenhum resultado foi encontrado por eles,
confirmando nossos achados.

Dessa forma também podemos dizer que os resultados mostram que NAC
a 1.200 mg por dia a curto prazo nao reduzir o estresse oxidativo do exercicio de
curta duracdo. No entanto, o contraste em aplicativo ainda precisa de mais provas,
porque baixa niveis de radicais livres que geram nas mitocondrias sao muito
importantes para a forca muscular normal, e eles aumentam mais com maior forca
(POWERS e JACKSON, 2008).

Este estudo também precisava de evidéncias mais especificas de NAC
mostrando o0s beneficios ou efeitos adversos entre baixa e alta dose

suplementacao no futuro.
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CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a suplementacdo de 1200 mg/dia de NAC, néo foi
capaz de aumentar a biodisponibilidade de Glutationa reduzida e total no plasma
dos atletas, nem de atenuar possiveis efeitos deletérios do exercicio fisico.
Servindo como orientagcdo a potenciais usuarios que o0s possiveis efeitos
protetivos ndo ocorrem com o0 uso de duas doses de 600mg de NAC, e sim
provavelmente a ingesta alimentar contribua muito para um efeito maior
antioxidante.

Com base neste estudo fica evidente a necessidade de investigacbes de
curto e longo prazo utilizando suplementacdo de NAC, para verificar se existe uma

relacéo real entre dose-resposta.
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