Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas -Bioquimica

Marcio Martins Silveira

Comparacgéo de parametros de dano oxidativo em atletas profissionais de
voleibol de quadra, jogadores de vblei de praia e individuos néo treinados,

qguando submetidos a exercicio em cicloergdbmetro

Dissertacao apresentada como
requisito parcial para a
obtengdo do titulo de Mestre
em Bioquimica

Orientador: José Claudio Fonseca Moreira

Porto Alegre

2004



Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude

Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas -Bioquimica

Comparacgéo de parametros de dano oxidativo em atletas profissionais de
voleibol de quadra, jogadores de vblei de praia e individuos néo treinados,

guando submetidos a exercicio em cicloergdmetro

MARCIO MARTINS SILVEIRA
mmsesef@terra.com.br

Orientador: Prof. Dr. José Claudio Fonseca Moreira


mailto:mmsesef@terra.com.br

“Néo basta ensinar ao homem uma especialidade, porque se tornara
assim uma maquina utilizavel e ndo uma

personalidade. E necessario que adquira um sentimento,

um senso pratico daquilo que vale a pena ser

empreendido daquilo que € belo, do que é moralmente

correto”

(Albert Einstein)



“S0 existem dois dias no ano que nada pode ser feito

um se chama ONTEM e outro AMANHA

portanto HOJE é o dia certo para AMAR, ACREDITAR, FAZER e principalmente
VIVER “.

(Dalai Lama)



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ..ottt ettt e e et e e e s e st e st e st et ees e et e et eereear e e st e s eseeeseeereeeseeesneseneaseaneenneenreens 8
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt ettt ettt sttt st st s st e st e e bt e st e e bt esbaesbe e st e e sreesesaaesares 10
LISTA DE FIGURAS ..ottt sttt b ettt e bt e s b e e st e et e et e s bt s s bt e e b e et e e st e eb b e sbeesbeesbeesteesessresares 11
ISR N B N =T N 12
RESUMO ..ottt ettt ettt ettt st s 2t e et e e et e e bt e st e st b e s b eesbeesae e seeesteeateebeesb e et e e st e esbesreesteesbeeseeereesaessres 13
PN SN I Y O TP 17
INTRODUGAD ...ttt ettt sttt ettt ettt ettt s et et e st st en st ensebnens 20
1= REVISAQ DE LITERATURA ... oottt et et ettt ettt et et e et et e e e eeeeea et et et et et eeeeeaeaeeeeesaaeeeseneeaesesesaeas 22
1.1 - FORMAGCAOQ DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO.......ocooomssnsnsncenssssssssinnsssssssssss 22
1.2 - ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIQ ....oooviiiiiririninensesseses s 24
1.3 - RADICAIS LIVRES E EXERCICIO ....cviiiiitiiitee ittt sttt ettt sttt stn st e sve s svaseba et e 28
1.4 - ESTRESSE OXIDATINO ..ottt ettt ee et et st e et e arteer e et e e steeneeereeeseeeeneaeseaeeaeeaneenneans 32
1.5 - SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMATICO ..uiuiiteteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesseeeeeeeens 34
T A 0= 1 = 1 F= T I (O N I SRR 34
1.5.2 - Superdxido DiSMULIASE (SOD) ..uuiiiiiiieieii ettt sb s s sbas s sb b e s sbae s sbaeesbas e 35
1.5.3 - Qutras Enzimas Com Papel Antioxigante .......... PSPPI 35

1.6 - SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE NAO-ENZIMATICO........coccoiriiriiniiiirininnienes 36
ST A N od o Lo I T Lot T N ) RS 37
1.6.2 - Compostos Eenélicos ..... PO 38

1.7 - LIPOPEROXIDAGCAQ E EXERCICIO ..o 40
1.8 — DANO OXIDATIVO A PROTEINAS ......oo o e 43
1.9 - MECANISMOS DE DEFESA ANTIOXIDANTE DURANTE EXERCICIO AGUDO ........c.cccerne. 44
1.10 ADAPTACOES AO EXERCICIO ...ttt ettt ettt at et e e s e see st e sieesaeaeneaeneaesaeeaneenneens 47
O I A N o I =Y =T o o Lo TE= Yo [ U o [ TR 47
1.10.2 NO exercicio CronNiCOMIrEINAMENTO ....cuccciii ettt sba e s sra e e sbae e 47
I Y O T = =] TR 50
2= OBUETIVOS ..ottt ettt ettt et s et st e e e bt e ab e et e e st e e st e s et esbeesbeesee et e eaesabtsebeeeb e et e et e erbesrtenreerreas 53
2.1- OBJETIVO GERAL ..o 53
2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS ... e oottt ettt at ettt e st e st e st e st e ere e e e et e et e areeareeer e e e nneneeenieen 54
3-PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS. ..o ceeeeeeeeeeeeeeee et ee e eeseeeee s eet s aeeseeee e seesenesesssneseenaens 55
3.1- DELINEAMENTO DA PESQUISA . ..ottt ettt ettt e e st e st e et e et aee et e ane e et eere e e s enneenien 55
3.1.1- PAopuIacéo (3N 1 T 13 = U 55

3.2- SEQUENCIA EXPERIMENTAL ...t eeeeee ettt et et et e et e et et eteee et eeeteeeaeeee et eeeeeeeeaeee et eeseeeeaeseeees 56
3.9- GRUPO EXPERIMENT AL ....e ettt ettt ettt e et e et et e e st e st e st eseeeereeeseaeeaneeaneesreeerenrenneneeeneeen 56
3.3-TESTE NO CICLOERGOMETRO ....oceeeeeeeeeeee et eeeeeteteeeeeeeeese e e aea et eseeeeeeaeeesesesaes et et etetesaesesesesennennnens 62
ORI o= 11 1 1= T 2= ToT= Lo N 62
TR R TR =13 (=0 0= 01 2o N 62
3.34 - Deter'minacéo doS liMiares VENIatOioS ....ccoeiviiieee e 63

3.4 - TESTE MAXIMO PROGRESSIVO......ec ottt ettt e s e seese e et e et aee st e ant e et eereerenneneeneees 66

3.5- DETERMINACAO DA INTENSIDADE DO EXERCICIO ..., 67




3.6-TESTE AEROBIO SUBMAXIMO ...t eeeeeeteeeeeeeeeees e e eee et et eeeeeteeeesesesaee et et et et esaesesesesenneenens 67
3.7 - TESTE ANAEROBIO ..ottt ee e et et e et et et e e eeeeeeeeeeese e et et eseteseeseseseseee et et et et eseesenenesennenerens 69
3.8- COLETA DA AMOSTRA SANGUINEA . ... oot ettt e s s seeee et et et et et eesesesesnneenens 70
=t U I N 5L 1 71
B N I (T I TSRO 71
COMPARISON OF OXIDATIVE PARAMETERS BETWEEN PROFESSIONALS INDOOR
VOLLEYBALL PLAYERS AND UNTRAINED SUBJECTS AFTER WINGATE TEST......ccoovviveviene 71
A B S T R A CT ottt et e et e et e st e st e st e et e et e e e e et e e e e a e e et e r e e eeeerrteaareereerannerres 71
INTRODUCGTION . ... cteee ettt ettt et e et e st e s e e se e e saeeseteeseaeesettesseeseteesree st e e saree st eesereesreesnnenanes 72
MATERIALS AND METHODS ...ttt ettt ee e et e e e et e et e et e e st e e et e e st e s eaeeeseaeesanesereesenenes 73
ISTU o] =T USSR URURURUPPN 73
EXPEITMENTA PrOCEAUIE ... .eiieieeii ettt ettt e ettt e e st e e e s s bt e e e s eab b e s s sabba e e s sbbaeesaabassesabansessrbaeeeas 74
2] [oTo Lo IEST: Tl o] =TSO 74
Analysis of malondialdenyde (IMDA) ......coviiiiie ittt st st e s s be e st e s sareesrrs 75
PN A Fe NV o) M T o) (<Y [T or= U 010 014 KT 75
Analysis of catalase (CAT) ACHIVILY .vviivveriiriiieie ittt sbe s s re e st s e s sab e s sbbe e sab e s srre s srbessareesrras 75
Analysis of uric acid (UA) CONCENIIALION ....iicveeieviiiiieiie ettt sttt s srae s sabe s srre e srbe s saressrras 76
Analysis of plasma POIYDNENOIS .......vviieieii et s re e s rb e s sare e srras 76
Analysis of plasma total reactive antioxidant potential (TRAP) .....cvveiiveiiii et 76
SEALISLICAL ANAIYSES ...ttt ettt ettt e et e e s st e e e ettt e e s b et e e s sabeeesstbeeesasteteesabaeasssbbesesanreseesarenas 76
RE S LT S ettt ettt et ettt et e et e et e st e et e st e st ee st eseeese st esteeseteeeteesateesteereteeateerereeaaeer e eaaanenas 77
DISCUSSION ...ttt ettt ettt e e et e s s et e e st e s s ebeesbesseaeesabesssbeasbesssbeesbesssbeeesseeesbaesssseesbesessensseenesneneses 78
REFERENGES ... .ottt ettt ettt ettt e et e st e e st e e s 2t e e sateesab e e sat e e sa b e e sabeesabeesabeesbbessateesebassbeeeseeeesaeneses 84
A.2-ARTIGO Il ettt et e e e ettt e et e ettt e et e e et e e e saeeeeaeeeseeeeeaeeesteeesaeeeseeeeaneeeseseesaeeseeeeseneres 93

THE EFFECT OF ACUTE ANAEROBIC AND AEROBIC EXERCISES ON OXIDATIVE DAMAGE
AND PROTECTION SYSTEMS IN BEACH VOLLEY PLAYERS AND UNTRAINED SUBJECTS... 93

J N SN Y N O TR 93
INTRODUGTION . ... ctiii ittt ettt ettt ettt e st e sa e e s te e e sa b e e saeeesa b e e saee e st beesaeeessbessateesabessabeessbaesabeessbesssenssaras 94
MATERIALS AND METHODS ......ooiitieiiii ettt ettt ettt s st s s s b e s bt s s shas s sba s s sbasssbas s sbasssbasssraessaeeans 96
YU o] o3 PSSR 96

| o TY A aa LY k=T I oY o eT=To LU T < TR 96
= L oT FY =N o] 0] (o Yoo ] o 1R 97

|21 LYoo STV a1 0] 1TSS 97
Analysis of malondialdehyde (MDA .....c.oo ittt sre e earas 98
ANalysis of Protein CArDONYIS ..ottt e e st s sbe e srrs 98
Analysis of catalase (CAT) ACLIVILY .oioiiiiiiiiii ettt st st ae s st e s sare s srras 98
Analysis of uric acid (UA) CONCENIIALION .....covvieiiiiieie ittt 99
Analysis of PlasMa POIYDNENOIS ....eoii it s et e s sbae e s s erba e e saes 99

] R ES A ToT = A = | A AT E TR 99

LR =] U IR S TR 100

] ST O ST [ 101
Lt =t =t N [ 106
BoDISCUSSAD ..ottt ettt ettt e et e ettt et et et et et et eeeeeeeee e e s et et et et et et e e e e et et eee et et et et et et et eeeeeneaneneenens 115
- PERS P E CTIV AS .ottt ettt e e ettt e et e e s a e e e saa e e shteeeat e e sbbeeeaesesbeeesbesesbbessseeesabeesrenases 125
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt ee et et et et eee e s s st eeeeens e s seseseenaneees 126

ANEXOS ...t 143



ANEXO 1 TERMO DE CONSENTIMENTO........ciiiiiiiiiiiinenssseee e 144
ANEXO 2- APROVACAQ DO COMITE DE ETICA .....ovvuiiriinieneississsisesssessessssss st sssssssenns 147
ANEXO 3- PAR-Q: QUESTIONARIO SOBRE PRONTIDAO PARA ATIVIDADE FiSICA ............... 149
ANEXO 4- RECORDATORIO ALIMENTAR DE 3 DIAS.....cooiiriiiniieiie s sssssssonns 151
ANEXO 5- QUESTIONARIO DE ATIVIDADES FiISICAS .......cccoivirereiiesiesissis s, 160
ANEXO 6-VALORES PERCENTIS PARA POTENCIA AEROBIA MAXIMA...........ccoovmvinviiriesirannnn. 162

ANEXO 7-CONVERSAQ DE PESO EM WATTS ...ccvvuuierineireinesssssssessesssssssssesssssssssssssssssasssnns 164




AGRADECIMENTOS

Aos meus pais por todo o amor, apoio, respeito, educacao, exemplo de luta,

financiamentos e confianga durante todos estes anos;

Ao professor, Dr. José Claudio Fonseca Moreira por toda a ajuda,
ensinamentos e esclarecimentos, e quem considero um grande professor e

amigo;

Ao professor, Dr. Alvaro Reischak de Oliveira, por dar toda a atencgao
necessaria, assim como me colocando no caminho da pesquisa cientifica,

sempre disposto a ajudar;

A professora, Dra. Regina Guaragna, por todo o conhecimento passado,

ajuda e incentivo oferecidos, assim como pelas muitas oportunidades,

Ao meu grande amor por toda a forga e apoio que me deu, para que eu

pudesse realizar este trabalho;
A colega e amiga Ana Paula, por toda a ajuda que me deu durante a
elaboracdo e desenvolvimento desse estudo, preparo das dietas e assim

como por todo o companheirismo e troca de idéias;

A colega e amiga Caroline por tudo. Pela ajuda, pelas risadas, pelas

conversas e desabafos;

Ao amigo e colega Clayton, por toda ajuda nesse estudo na realizagcdo dos
testes;

A colega Roberta pela ajuda, elaboracdo das dietas e troca de informacdes;



A todos os voluntarios, que literalmente deram seu sangue pela ciéncia,
para que com esse estudo pudéssemos dar um passo a mais para o

compreendimento dos efeitos do exercicio em nosso organismo,

Aos funcionarios do LAPEX-ESEF/UFRGS, Alex, Luciano, Carla, Luiz,

Marcia, Dani;

Aos funcionarios do Programa de Pds-Graduagao-Bioquimica, Cléia e

Regina, por toda ajuda;

Aos colegas do Laboratério 25 da Bioquimica (Manuela, Fernanda, Martina,
Mario, Evandro, Prof. Dr. Felipe Dal-Pizzol, ao Prof. Dr. Fabio Klamt,
Ricardo Pinho, Guilherme, Michael, Amancio, Marcos, Ramatis, Alfeu) e
também aos colegas da sala 212 do LAPEX, por toda a paciéncia, ajuda e

conhecimento transmitido;

Ao colega Tiago, por toda a ajuda na estatistica,

Aos colegas de faculdade, e todos aqueles que de alguma forma
contribuiram para o engrandecimento do meu conhecimento, da minha

cultura, e principalmente por acreditarem em mim.

Ao Sport Clube ULBRA, por ceder os atletas,



10

LISTA DE ABREVIATURAS

DNA
AGPI
RNA
AU

0"
TRAP
CAT
VO2max.
CP
VE/VCO,
VE/VO,
GSSG
TBARS
EROS
EO

FC

GPx
GSH
LDH
MDA
H20;
VCO,
OR

RL
RER

Acido desoxirribonucléico

Acidos graxos poli insaturados
Acido ribonucléico

Acido urico

Anion superéxido

Potencial antioxidante total ndo enzimatico
Catalase

Consumo maximo de oxigénio
Creatina fosfato

Custo ventilatorio de gas carb6nico
Custo ventilatorio de oxiénio
Dissulfeto de glutationa

Espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
Espécies reativas de oxigénio
Estresse oxidativo

FreqUéncia cardiaca

Glutationa peroxidase

Glutationa reduzida

Lactato desidrogenase
Malondialdeido

Peroxido de hidrogénio

Producéo de géas carbbnico
Quociente respiratorio

Radical livre

Taxa de troca respiratoria




11

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Fendlicos, a maior classe de antioxidantes da dieta e parte do amplo

grupo de polifendis encontrados nas plantas...........ccccceeeeeiiiiiiiiiiiiiieee 40
Figura 2 - Ventilacdo em relagdo ao consumo de OXIigénio.........cceeveeeeeeeeiiiiiiiinnnes 64

Figura 3 - Equivalentes ventilatorios do oxigénio e do diéxido de carbono em

relagcdo ao CONSUMO A€ OXIGENIO.......ccciuuuiiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e 64



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Principais tipos de radicais e nao radicais

12



13

RESUMO

Radical livre € qualquer substancia, atomo ou molécula capaz de existir
independente, e que possua elétrons desemparelhados em seu ultimo orbital
energético. Uma vez formados, comegam uma série de reag¢des, podendo levar a
danos em biomoléculas (lipideos, proteinas e também o DNA).

Os radicais livres podem ser gerados, entre outras formas, pelo exercicio
fisico aerdbio, que eleva o consumo de oxigénio (VO;) entre 10-15 vezes mais que
em situacado de repouso, essa elevacado induz uma maoir atividade mitocondrial,
onde aproximadamente 5% do oxigénio utilizado na mitocéndria, como aceptor de
eletrons, é liberado na forma de superéxido. Porém, especula-se que as espécies
reativas de oxigénio, sdo geradas no exercicio anaerobio por um aumento na
atividade da xantina oxidase, pela liberacdo de prétons, provocada pela acidose
lactica (que em estudos in vitro, mostrou ser um potente fator pré-oxidante), por
uma atividade aumentada da O6xido nitrico sintase, pela autooxidagdo de
catecolaminas, pela sindrome de esquemia/reperfuséo, entre outras fontes.

O organismo, para se proteger desses danos oxidativos, possui dois tipos
de protecado antioxidante, a enzimatica: como a catalase, a superdxido dismutase
e a glutationa peroxidase, e o sistema antioxidante nao-enzimatico, onde,
podemos citar dentro de uma vasta lista: acido urico, vitaminas E, A e C,
bilirrubina, albumina e compostos fendlicos, entre outros.

O treinamento fisico induz adaptagcbes antioxidante ao organismo dos
individuos, onde os sujeitos sdo expostos cronicamente a condicdo de estresse
oxidativo, que é onde a formagéo de espécies reativas de oxigénio € maior que a
capacidade protetora, e isto faz com que ocorra um aumento na atividade ou
conteudo dos antioxidantes, ou entdo que a produgdo desses oxidantes seja
menor.

Com isso, o objetivo desse estudo foi comparar o estresse oxidativo

induzido pelo exercicio, através de aspectos bioquimicos e fisiologicos
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comparando atletas profissionais de voleibol de quadra, jogadores de vélei de
praia e individuos nao treinados.

Todos os sujeitos foram voluntarios, do sexo masculino, ndo fumantes, sem
fazer uso de drogas/suplementos/medicamentos, nao ingeriram bebidas
alcodlicas, assim como também nao praticaram atividade fisica exaustiva 48 h
antes dos testes. Os sujeitos executaram um teste maximo de carga progressiva
para determinar o consumo maximo de oxigénio, servindo para determinagao da
carga do teste aerdbio submaximo de 1 hora, que foi igual para todos os
voluntarios (10% abaixo do segundo limiar ventilatorio), além do teste anaerdbio
Wingate com 30 segundos de duracao. Os individuos receberam a prescricao de
uma dieta padrao, que se constituiu 100% da RDA para cada individuo.

Para observar o status antioxidante enzimatico foi analisada a atividade da
catalase (CAT), como antioxidante n&o enzimatico foram analisados: a
concentracdo de acido urico, concentragao de compostos fendlicos no plasma,
além do potencial antioxidante total ndo enzimatico. Como indicador de
lipoperoxidagao utilizou-se a mensuragdo de malondialdeido, através da técnica
do TBARS, e a fim de verificar os danos oxidativos a proteinas usamos a técnica
da 2,4 dinitrofenil hidrazina.

Como resultados observamos que os atletas de voleibol de quadra séo
mais altos, possuem massa corporal e massa magra, assim como a poténcia
anaerobia maior que os individuos nao treinados, néo diferindo dos jogadores de
voblei de praia.

Quanto aos parametros bioquimicos, no exercicio anaerdbio a atividade da
enzima catalase, foi significativamente menor nos individuos néo treinados quando
comparados aos atletas de voleibol de quadra logo apos o exercicio, e ndo houve
diferenga nos valores dos jogadoresd e vdlei de praia.

Nao houve diferenca significativa na concentracdo de acido urico entre os
grupos, porem houve diferenga entre os valores de repouso e os 20 min de

recuperacgao.
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Na concentragao de compostos fendlicos plasmaticos, os jogadores de volei
de praia tiveram valores superiores aos individuos nao treinados e aos atletas de
voleibol de quadra.

No potencial antioxidante total ndo enzimatico (TRAP), ndo observamos
diferencas significativas.

Nos niveis de lipoperoxidacédo, analisados pelos niveis de malondialdeido
que é um subproduto da peroxidagao lipidica, observamos que os atletas de
voleibol de quadra apresentaram valores significativamente diminuidos logo apés
0 exercicio, quando comprados aos valores de repouso, assim como quando
comprados aos valores obtidos nos individuos nao treinados. Nos jogadores de
volei de praia ndo houve diferenga significativa.

Os danos oxidativos a proteinas notamos que apds o exericio anaerébio de
30 segundos, houve um aumento significativo nos niveis de carbonilacdo de
proteinas plasmatics nos individuos ndo treinados quando comparados com
valores de reposo e também comparados aos valores dos atletas.

No exercicio aerobio, que foi realizado somente nos grupos de jogadores de
vélei de praia e individuos nao treinados, no grupo de individuos nao treinados
nao encontramos diferencas significativas na atividade da enzima catalase. Porém
quando comparamos somente os individuos nao treinados entre os dois tipos de
exercicio, encontramos um decréscimo significativo logo apds o exercicio
anaerébio quando comparado ao exercicio aerdbio.

A concentragdo de acido urico foi diminuida no grupo de individuos nao
treinados logo paos o exercicio de 1 h.

A concentracdo de compostos fendlicos no plasma os jogadores
apresentam niveis amiores aos 20 min de recuperagcdo que os individuos nao
treinados.

Os niveis de lipoperoxidagdo aumentaram significativamente apds o
exercicio, no grupo de individuos ndo treinados comparados com os valores de
repouso, assim como os niveis de carbonilacido protéica, que além de apresentar
aumento significativo em relagado aos valores de repouso, foram maiores que dos

jogadores de volei de praia logo apds o exercicio.
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Com estes resultados apresentados, podemos concluir que os voluntarios
que praticam exercicio fisico regularmente, tanto em carater competitivo
profissional como os atletas de voleibol de quadra, quanto os nao profissionais,
aqui os jogadores de vélei de praia, apresentam menores niveis de danos a
biomoléculas (lipideos e proteinas). Os atletas profissionais apresentam maior
atividade da enzima antioxidante catalase, apds o exercicio. Os jogadores de volei
de praia apresentam concentracbes de compostos fendlicos superiores aos
demias grupos. Os niveis de acido urico plasmaticos foram semelhantes nos 3
grupos estudados, durante o exercicio anaerébio, e um decréscimo apos o
exercicio aerdbio nos individuos nao treinados. Sugerindo que os individuos que
praticam exercicio regular apresentam estar melhor protegidos contra o estresse
oxidativo, provavelmente devido a adaptagcbes induzidas pelo exercicio

fisico/treinamento.

Unitermos: Espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo, voleibol de
quadra, vllei de praia, sujeitos nao treinados, enzimas antioxidantes,

lipoperoxidagao, danos oxidativo a proteina, sistema antioxidante ndo enzimatico.
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ABSTRACT

Free radical is any substance, atoms or molecules able to exist
independently with unpaired electrons in its last energetic orbital. Once formed,
several reactions begin, may leading to demage in biomolecules (lipids, proteins
and DNA).

Aerobic exercise can produce free radicals since it rises oxigen consumption
(VO2) 10 to 15 times higher than in resting conditions. This elevation causes a
higher mitochondrial activity, and approximadatelly 5% of the oxigen used in
mitochondria as electrons receiver is released as superoxide anion. However,
speculations shows that oxigen reactive sepecies are genenerated during
anaerobic exercise by a rising in xanthine oxidase activity, due to proton releasing,
caused by latic acidosis (in studies in vitro, it seemed to be a strong prooxidante
factor), by a higher activity of nitric oxid sintase, by catecolamin autooxidation, by
eschemia/reperfusion syndrome, and others.

The body has two kinds of protections againd oxidative damage, the
enzymatic: as catalase, superoxide dismutase and glutathiona peroxidase, and
nonenzymatic antioxidant system, where we can find: uric acid, vitamins E, A and
C, phenolic compounds, bilirrubin, alboumin and others.

Physical training leads to antioxidante adaptations as subjects are exposed
continuously to oxidative stress, where oxigen reactive species formation is higher
than protection capacity. It causes an increase in antioxidants activity or content, or
it makes oxidants production lesser.

The purpouse of this study was to compare oxidative stress induced by
exercise, throught biochemestries and physiological aspects comparing
professional idoor volleyball players, beach volley players and untrained subjects.

All subjects were volunteers, male, non smoking. They were not using
drug/suplements/medicantion and they did not drink alchoolic neither they
practiced exaustve physical activity 48h before the tests. Subjects executed a
maximal test of progressive loads to establish their maximal oxigen consumption

The same test was used to determinate submaximal aerobic 1 hour test workloads
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which was the same to all volunteers (10% below second ventilatory treshold),
besides Wingate 30seconds anaerobic test. Subjects received a prescrition to a
pattern diet which was composed by 100% RDI.

Catalase activity (CAT) was analized to observe enzimatic antioxidant
status. Nonenzimatic antioxidant analazyed were: uric acid conentrations, phenolic
compounds concentrarion in plasma and total nonenzimatic antioxidant potential.
Malondialdehyde measuring was used to indicate lipid peroxidation through
TBARS tecnic. To verify oxidative damage in protein we wused 24
dinitrophenylhydrazine tecnic.

Results showed that indoor volleyball athlets are higher, have body mass
and lean mass as well as anaerobic power higher than untrained subjctes and
beach volley players.

Regarding biochemestry parameters, during anaerobic exercise catalase
enzime activity was lesser in untrained subjects when compared to indoor
volleyball athletes right after exercise. There were no diference in beach voley
players.

There were no significant diferences in uric acid concentration between
groups. However there was diference between resting values and at 20 minutes
recovery.

Beach volley players had higher phenolic compounds levels than untrained
subjects and volleyball indoor athletes.

We did not find significant diferences in TRAP.

When observed lipid peroxidation levels, analized by malondialdehyde
levels which is a subproduct of lipid peroxidation, indoor volleyball athletes showed
significant lesser values right after exercise when compared to resting values as
well as when compared to untrained subjects. There were no significant diference
in beach volley players.

Regarding oxidative damage in proteins we observed that after 30 seconds
of anaerobic exercise there was a significant rise in protein oxidative damage in
untrained subjects when compared to resting values as well as when compared to

athletes values.
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During aerobic exercise, executed only by both beach volley athletes and
untrained we did not find significant diferences in catalase enzime activity.
However, when we compared only untrained subjects and the two kinds of
exercise, we find a decrease right after anaerobic exercise when compared to
aerobic exercise.

Uric acid concentration was lesser in untrained group right after 1 hour of
exercise.

Phenolic compounds plasmatic concentration was higher at 20 minutes
recovery in playeres than in untrained subjects.

Lipid peroxidation increase after exercise in untrained subjects compared to
resting values as well as oxidative damage in protein levels, that besides
presenting an increase comparing to resting values, they were also higher than
beach voley players right after exercise.

Based on our results we can conclude that volunteers who practiced
physical exercise regurarly, professional athletes like indoor volleyball players and
beach volley athletes who were not professional presented lesser levels of damage
in biomolecules (lipids and proteins). Professional athletes showed higher catalase
activity, after exercise. Beach volley players presented phenolic compounds
concentrations higher than the other groups. Plasmatic uric acid levels were similar
in the 3 studied groups during anaerobic exercise, and there was a decrease after
aerobic exercise in untrained subjects. It suggests that active individuals are better
protected agains oxidative stress, probably due to adaptations induced by physical

exercise.

Keywords: oxigen reactive species, oxidative stress, indoor volleyball,
beach volley, untrained subjects, atioxidant enzymes, lipid peroxidation, protein

oxidative damage, antioxidants nonenzymatic system.
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INTRODUCAO

A pratica da atividade fisica pela populagdo em geral € importante porque o
envelhecimento caracteriza-se pelo declinio progressivo das reservas funcionais
de varios sistemas de 6rgdos, supostamente atenuado pelo exercicio fisico
praticado regularmente. A inatividade e consumo exagerado de alimentos
caldricos, fumo e alcool promove um pronunciado declinio do rendimento
cardiovascular, massa muscular e forga fisica, lipoproteinas de alta densidade
(HDL), metabolismo de triglicerideos e mudangas negativas na composi¢céo
corporal (aumento na adiposidade). Por outro lado, varias evidéncias demonstram
que a pratica regular de exercicios fisicos exerce efeitos benéficos no organismo.
Essas evidéncias relacionam-se com os efeitos do exercicio fisico sobre o sistema
cardiovascular, respiratorio e as fungdes metabdlicas, geralmente deterioradas
pela inatividade e o envelhecimento. Esses efeitos sdo geralmente acompanhados
de mudangas positivas na composi¢cdo corporal (diminuigdo do percentual de

gordura) (TESSARI, 2000).

Apesar da atividade fisica prolongada promover diversos efeitos positivos
no organismo do praticante, cogita-se desde o inicio da década de 1970 que a
elevagdo da demanda energética de tecidos e 6rgédos do corpo pelo esforgo fisico
estimula, simultaneamente ao aumento do consumo de oxigénio nos mesmos e a
formagado de espécies quimicas toxicas derivadas do oxigénio. De fato, existem
evidéncias de que o aumento do consumo favorece a maior formagao intracelular

de intermediarios reativos do oxigénio (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). No
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final da década de 1960 foi estimado que para cada 25 moléculas de oxigénio
consumidas no metabolismo celular, ha formagcdo de uma de superdxido
(McCORD & FRIDOVICH, 1969). Além disso, foi calculado que 3 a 5 % do total de
oxigénio consumido pelo corpo gera espécies reativas de oxigénio (EROs)

(CHANCE et al., 1979).
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1- REVISAO DE LITERATURA

1.1 - FORMACAO DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Em raz&o da sua configuracéo eletronica, o oxigénio tem forte tendéncia a
receber um elétron de cada vez. A conversdo univalente do oxigénio a agua

processa-se da seguinte maneira:

Reacéo 1: reducdo tetravalente do oxigénio

O, + 4e” + 4H'—> 2 H,0 + energia

A adicado de um elétron a uma molécula de oxigénio no estado fundamental

gera a formacgao do radical superéxido (O,7) (reagdo 2).

Reacéo 2:

O, +e —>0,"

O superéxido ao receber mais um elétron e dois ions hidrogénio forma
peréxido de hidrogénio (H20,), através do processo chamado dismutacéo (PAL,
1994). Essa reagao é catalisada pela enzima superoxido dismutase (SOD) que é
encontrada em quantidades elevadas nas células de mamiferos e que acelera a
reacao a 104 vezes a frequéncia para dismutagéo espontanea num pH fisiolégico

(reacaod).
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Reacéo 3:

20,7 +2H 3 5, H,0,

Quando o Hy0, recebe mais um elétron e um ion hidrogénio é formado o
radical hidroxil (OH"), que é o mais reativo dos intermediarios, pois pode reagir e
alterar qualquer estrutura celular que esteja proxima e assim influenciar enzimas,

membranas ou acidos nucléicos (JENKINS, 1988).

O radical hidroxil pode ser formado quando o H2O, reage com ions ferro ou

cobre (reacéo 4). A reagao é conhecida como Reagao de Fenton.

Reacéao 4:

Fe?*/Cu’ + H,0, —> OH’ + OH" + Fe*'/Cu®*

Os ions de metais de transicdo podem também catalisar a reacao entre
H2O, e superdxido, conduzindo a produgdo de radical hidroxil (reagcdo 5), a
chamada Reacgao de Haber-Weiss.
Reacéo 5:

H.0, + Oz'ﬂ OH +OH + O,

Os radicais superoxido e hidroxil tém elétrons desemparelhados em sua
Orbita mais externa e sao, portanto, chamados radicais livres. O peréxido de
hidrogénio ndo é um radical livre; no entanto, representa um metabdlito de

oxigénio parcialmente reduzido. Outras espécies reativas de interesse sdo os
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oxigénios singlets, que sao formas de oxigénio spin-alteradas. Esses metabdlitos
derivados do oxigénio, considerados em conjunto, sdo denominados espécies
reativas de oxigénio (EROs), em fungdo da sua aumentada reatividade para as
biomoléculas (FISCHER, 1987), e em geral alteram o tamanho e a forma dos
compostos com os quais eles interagem. Além disso, o radical superdoxido pode
reagir diretamente com o éxido nitrico (NO), gerando peroxinitrito. Este pode levar

a formacgao de um oxidante com caracteristicas do radical hidroxil (reagao 6).

Reacdo 6: O;” + NO—>ONOO —> ONOO + H—=OH’

Cada EROs tem suas préprias caracteristicas, mostrando diferentes

reatividades e tempos de meia-vida (PAL, 1994; DEL MAESTRO, 1980).

1.2 - ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Nas ultimas décadas, foram realizadas inUmeras pesquisas para esclarecer
o papel dos radicais livres em processos fisiologicos como envelhecimento,
cancer, artereoesclerose, inflamagao, ferimentos na mucosa gastrica, doencas

cardiovasculares, etc (SANBONGI et al., 1997).

Elétrons de moléculas ou atomos ocupam regides de espago conhecidas
como orbitais. Cada orbital pode manter no maximo dois elétrons. Por exemplo,

dois elétrons que formam uma ligacdo covalente ocupam o mesmo orbital
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(molecular), mas tem spins opostos. Se um orbital conter somente um elétron,
esse elétron é dito ser desemparelhado. Um radical livre é definido como uma
espécie capaz de existir independente, por se difundir pelo sistema (por isso o
termo livre) que contém um ou mais elétrons desemparelhados (HALLIWELL,
1992). O elétron ndo pareado no orbital mais externo confere uma reatividade
relativamente alta @ molécula devido a forte tendéncia a adquirir o segundo elétron
no orbital (BOVERIS, 1998). Essa definicdo ampla inclui uma extensa lista de
compostos (HALLIWELL, 1992, BOVERIS, 1998). Radicais livres séao
quimicamente escritos pela representacdo da espécie quimica seguida por um
ponto (*) que indica um elétron ndo pareado (PRYOR, 1973; BOVERIS, 1998).
Classicamente, as reagdes dos radicais livres sdo divididas em: Reagdes de

iniciacao, Reagdes de propagacao, Reagdes de finalizagao (término).

Nas reacbes de iniciagdo um radical livre é formado por uma espécie
qguimica nao estavel (AB + C = A* + D + E). Na fase de propagacdo, reage com
uma molécula estavel, gerando um radical livre diferente (A* + CD = AC + D°). E
nas reagdes de finalizagdo, dois radicais livres eliminam seus elétrons néao
pareados formando um produto estavel (A + B* = A-B). A reatividade quimica do
radical livre & determinada pelo numero total de elétrons desemparelhados;
consequentemente, a reatividade varia muito em diferentes radicais livres

(BOVERIS, 1998).
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A cadeia de transporte de elétrons responsabiliza-se por mais de 90% do
oxigénio total que consumimos, e todas outras reagdes no corpo que requerem
oxigénio dispdem de apenas 5-10%. Na cadeia de transporte de elétrons o
oxigénio € o aceptor final de elétrons do NADH e do FADH; que séo derivados da
oxidagao de fontes energéticas. Nesta via, o oxigénio libera energia suficiente para
regenerar a molécula de adenosina trifosfato (ATP), o resto do oxigénio que
consumimos é utilizado por outras oxidases (enzimas que reduzem o oxigénio a
agua e peroxido de hidrogénio) e oxigenases (enzimas que diretamente
incorporam o O, em moléculas essencialmente oxidadas). Apesar dessas ultimas
oxidacbes nao gerarem ATP, elas sdo importantes em rotas metabdlicas
especificas, como no catabolismo de aminoacidos, detoxificagdo de drogas, e

sintese de hormonios esterdides (MARKS et al., 1996).

O papel do O, no dano celular é refletida em eventos que ocorrem durante
a isquemia (uma condigdo causada por uma diminuicdo no fornecimento de O
que diminui a produgdo de ATP), e em outras condigbes que aumentam a

conversdo de O, para EROs (MARKS et al., 1996).

Quando se forma o superoxido entdo uma outra espécie é gerada
espontaneamente ou enzimaticamente através da dismutacdo para peréxido de
hidrogénio (H202). Quando o fluxo de elétrons é menor a geragéao de H,0, pelo O,

€ mais proeminente (BURKITT et al., 1989).
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A maioria dos metabdlitos produzidos pela reducao de um elétron do O, séo
EROs: superéxido (O2), o radical livre hidroxil (OH¥), e a forma parcialmente
reduzida, peroxido de hidrogénio (H»0;), mostrados na tabela 1. Os radicais livres
sdo capazes de reagir indiscriminadamente com moléculas com as quais entram
em contato, extraindo elétrons e gerando novos radicais livres em reagoes
citotoxicas na cadeia oxidativa. O radical hidroxil € o mais reativo das EROs e,
provavelmente, o iniciador da cadeia de reagdes que formam lipoperdxidos e
radicais organicos. O peroxido de hidrogénio, entretanto, ndo atua como um
radical, mas sim como um agente oxidante e na presenga de Fe*? ou outro metal
de transicdo, e gera o radical hidroxil pela reacdo de Fenton (HALLIWELL &
GUTERIGDE, 1999). Devido ao fato do perdxido de hidrogénio ser lipossoluvel,
estavel e poder difundir, ele pode causar muitos danos nas membranas que
contenham Fe*?, nos locais de formacdo. O anion superdxido, que pode ser
formado do O, livre pela doacdo de um elétron para um outro radical, é altamente
reativo, mas possui lipossolubilidade limitada e n&do pode se difundir muito.
Entretanto, o O, pode também formar os radicais mais reativos como o hidroxil e
hidroperdxido pela reagdo com peroxido de hidrogénio, na reagdo de Haber-Weiss

(MARKS et al., 1996).

Radicais livres podem aumentar durante o exercicio como resultado de
consumo de oxigénio mitocondrial e fluxo de transporte de elétrons aumentados.
Esses radicais livres, apesar de serem fisiologicamente produzidos no organismo
durante reac¢des metabdlicas normais; com o consumo de oxigénio basal e o

conteudo corporal de citocromo oxidase, uma enzima chave no metabolismo
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oxidativo, podem exercer efeitos danosos quando ndo detoxificados ou quando

produzidos em quantidades excessivas (JANSKY, 1961; POLIDORI et al., 2000).

1.3 - RADICAIS LIVRES E EXERCICIO

Recentemente tem sido relatado que a produgao de radicais livres depende
do aumento no consumo de oxigénio, estabelecendo uma clara relagdo com o
exercicio. Esse aumenta os processos metabdlicos pelo aumento no consumo de
oxigénio de acordo com a duracdo e a intensidade do exercicio causando uma
maior producdo de radicais livres, caracterizando uma situagdo de estresse
oxidativo. Isso tem sido demonstrado também no caso de exercicio intenso ou em
exercicio prolongado (ALESSIO, 1993; DAVIES et al.,, 1982 e DUTHIE et al.,
1990). No exercicio de resisténcia aerobia a taxa de consumo de oxigénio pode
aumentar em até 10 vezes estimulando a atividade mitocondrial e o metabolismo
oxidativo, produzindo superoxido e peréxido de hidrogénio, podendo resultar num
estresse oxidativo que provoque danos, como por exemplo: lipoperoxidagao (Jl,
1995). Essa lipoperoxidagéo, iniciada pelos radicais livres, diminui a fungdo de
“barreira” das membranas celulares e pode estar associada com necrose de fibras
musculares e liberagdo de enzimas ocasionando dano muscular (DAVIES et al.,
1982). Existem dados sugerindo uma relagdao entre aumento de radicais livres e
diminuicao da integridade da membrana apds o exercicio (MAUGHAN et al.,
1988), o aumento na lipoperoxidacdo pode ser também por um aumento nos

niveis de catecolaminas no sangue, elevacao da temperatura corporal, um
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acréscimo na auto-oxidagao da hemoglobina ou um erro no metabolismo do
oxigénio associado com o0 aumento na taxa de utilizagdo do O, (KANTER et al.,

1988).

As taxas metabdlicas elevadas e sustentadas durante uma série de
exercicios sucessivos e isolados podem aumentar a taxa de oxidacdo das
moléculas de DNA e RNA em humanos (ADELMAN et al., 1988). Davis et al.
(1982), mostraram que o exercicio exaustivo provoca uma diminui¢do no controle
da respiracdo mitocondrial, causando um aumento nos radicais livres e
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e sugerindo que o
treinamento de resisténcia aerdbia induz ao dano pelos radicais livres. O que esta
bem estabelecido é que diferentes formas de exercicio resultam em diferentes

niveis de estresse oxidativo (LIU et al., 2000).

A producao de radicais livres durante o exercicio pode ndo ser limitada ao
metabolismo aerdbio. Durante os periodos de exercicio anaerdbio intenso, os
radicais livres podem ser gerados por:

- Atividade da enzima xantina oxidase,

- Isquemia/reperfusao induzida pelo exercicio,

- Atividade aumentada da enzima ciclooxigenase,

- Atividade aumentada da enzima 6xido nitrico sintase (NOS),

- Ativacao de leucdcitos (CHIEN et al., 1978; SJODIN et al., 1990; PFEIFFER et al,

1999 e CHAO et al, 1999).
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Fontes ndo mitocondriais de radicais livres sdo aumentadas com exercicio
intenso através de varios mecanismos (SJODIN et al., 1990). Intervalos de
exercicio intenso podem aumentar o estresse oxidativo devido a transicdo de
isquemia e re-oxigenagao ocorrendo nos musculos em exercicio (McBRIDE et al.,
1998).

Tabela 1 - Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio

Radicais Livres Espécies reativas de O,
Superdéxido, 0" Peréxido de hidrogénio, H,0O,
Hidroxil, OH® Acido hipocloroso, HOCI
Peroxil, RO,* Ozo6nio, O3
Alcoxil, RO* Oxigénio singlet, O,
Hidroperoxil, HO,® Peroxinitrito, ONOO"

* O ponto sobrescrito (*) & usado para simbolizar um radical.

Evidéncias recentes revelam que a produgdo de radicais livres, gerados
pelo exercicio fisico, pode promover a fadiga muscular. O mecanismo por meio do
qual os radicais livres produzem a fadiga muscular permanece desconhecido.
Alguns cientistas argumentam que a produgdo de radicais livres durante o
exercicio intenso ou prolongado pode acarretar lesdo do reticulo sarcoplasmatico,
resultando numa menor liberacdo de Ca*® durante a despolarizagdo do musculo

(POWERS & HOWLEY, 2001).

Apesar do lucro para a saude do treinamento de exercicios € um VOzmax

alto estar bem estabelecido, existe um paradoxo bioquimico, no qual, embora o
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oxigénio seja essencial para a saude cardiovascular e desempenho esportivo,
também muito oxigénio ou metabolismo inapropriado do mesmo pode ser

prejudicial.

Shroder e colaboradores, (2000) estudando jogadores profissionais de
basquete em periodo de uma longa temporada de competicdo (duas sessdes de
treinamento por dia e um a dois jogos por semana, acompanhado de um periodo
muito curto de recuperagao) verificaram um aumento continuo do estresse

oxidativo durante essa temporada.

A resposta inflamatéria no dano celular por exercicios longos e duradouros
pode causar um aumento na liberagdo de neopterina pelos macrofagos apos
ativagao de citocina (DUFAUX et al., 1989). Essa resposta, quando induzida pelo
exercicio, pode participar no disparo da produ¢ado de EROs (CAMUS et al., 1993).
O musculo esquelético contém varios mecanismos de protegdo reagindo
naturalmente contra lesbes, causadas por substancias reativas de oxigénio. Esse
mecanismo de defesa inclui as enzimas superdxido dismutase (SOD), que
mostrou aumentar sua atividade com o exercicio aerobio em jogadores de futebol
(BRITES et al.,, 1999), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Apesar
dessas enzimas estarem ativas em situagdes basais, elas ndo estdo sempre em
niveis adequados para a prevencgao da lipoperoxidacdo induzida pelo exercicio
(ROBERTSON et al., 1991). Nas ultimas décadas, tem se evidenciado a

ocorréncia de adaptacdo das enzimas antioxidantes, o que é uma mudanca
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fundamental no musculo esquelético em resposta ao treinamento, e isso ocorre

em grande parte nas enzimas oxidativas mitocondriais (JI, 1992).

Os niveis celulares de antioxidantes sio influenciados por numerosos
fatores fisioldgicos, patolégicos e nutricionais tais como: altas pressdes de Oy,
envelhecimento, processos inflamatdrios, radiagdo, medicamentos e niveis de
vitaminas E, A e C. Evidéncias sugerem haver troca de certos antioxidantes entre
tecidos durante o estresse oxidativo induzido pelo exercicio. A eficiéncia dos
sistemas antioxidantes celulares é de vital importancia na determinacdo do dano

celular e tecidual causado pelas EROs (JI, 1992).

1.4 - ESTRESSE OXIDATIVO

O exercicio fisico, quando realizado com a devida moderagao, traz
beneficios aos sistemas organicos. Entretanto quando ultrapassa os limites

fisiolégicos, acarreta danos ao organismo (CHAO, 1999).

Pode-se dizer que um organismo encontra-se sob estresse oxidativo (EO),
quando ocorre um desequilibrio entre os sistemas pré-oxidantes e antioxidantes,
de maneira que os primeiros sejam predominantes (SIES, 1986). Quando as
EROs sdo produzidas mais rapidamente do que podem ser removidos pelos

mecanismos de defesa celulares (MARKS et al., 1996).
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O termo estresse oxidativo serve para as circunstancias nas quais a reagao
por radicais livres resulte em dano tecidual ou na produgcdo de compostos
conhecidamente téxicos ou danosos aos tecidos (HALLIWELL & GUTERIDGE,

1999).

Um dos principais mecanismos de lesdo nesse caso € a lipoperoxidagao
(LPO). As membranas das células de mamiferos contém grandes quantidades de
acidos graxos poliinsaturados (AGPI) que podem sofrer lesdo peroxidativa. Os
acidos graxos saturados e os monoinsaturados sdo mais resistentes ao ataque

dos radicais livres que os poliinsaturados (CHILD et al., 1999).

Karmazyn et al., (1979) demonstraram que a LPO alteraria a
permeabilidade das membranas, induzindo a formacédo de poros hidrofilicos. Del
Maestro et al., (1981) determinaram ainda que os produtos da degradagdo podem
difundir-se do local das reagdes e dar origem a edema celular, alteragbes da
permeabilidade vascular, inflamacao e quimiotaxia, além de alterar a atividade das
enzimas fosfolipases e de induzir liberacdo de acido araquiddnico e, sob a acédo da
enzima ciclooxigenase, subsequente formacéo de prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos. Hoschstein & Jain, (1981) demonstraram uma associagao de LPO e
polimerizagdo de proteinas de membrana ao envelhecimento eritrocitario. De
acordo com Correti et al., (1991), a lesdo mitocondrial provocada pela agdo das
EROs gera diminui¢do nos niveis de ATP, provocando falha nos transportadores e

uma consequente sobrecarga de calcio intracelular.
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Embora os radicais livres possam alterar enzimas por agao direta sobre
elas, a atividade enzimatica pode também ser influenciada indiretamente através

de mudancgas na estrutura celular (JENKINS, 1988).

Na cadeia respiratéria, quando o NADH estd ligado a enzima
desidrogenase lactica, ele pode ser oxidado pelo radical superéxido e produzir o
radical NAD®, que por sua vez pode iniciar as reagées em cadeia ou reagir com o
oxigénio formando NAD" e superdxido. Essas reagdes podem reduzir o poder da

desidrogenase lactica e iniciar reacdes danosas adicionais (JENKINS, 1988).

1.5 - SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMATICO

As defesas antioxidantes celulares sdo convencionalmente divididas em
dois grupos: enzimaticas e ndo-enzimaticas. A superoxido dismutase, a catalase e
a glutationa peroxidase catalisam a redugéo de um elétron de O, ° ou de H,O,
(CHANCE et al.,, 1979). Um certo numero de enzimas esta envolvido no
fornecimento de substrato ou na potencializacdo da reducdo das enzimas
antioxidantes primarias como a glutationa peroxidase (GPx) e a glicose-6-fosfato

desidrogenase, nao removendo, no entanto, as EROs diretamente.

1.5.1 - Catalase (CAT)

O peroxido de hidrogénio, uma vez formado, também pode ser removido

para prevenir a geracdo do radical hidroxil. A principal rota envolve a
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decomposicdo de peréxido de hidrogénio em agua pela catalase e glutationa
peroxidase. A catalase €& encontrada principalmente nos peroxissomas e, uma
pequena quantidade, no citosol e fragdo microssomal das células (MARKS et al.,
1996).

Essa enzima também é muito importante no metabolismo do peréxido de
hidrogénio. No coragao ela estd em menor concentragdo e converte peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio. A diferenca entre a CAT e a GPx é que a GPx é
mais efetiva em baixas concentracbes de H,O,, por exemplo em faixas de uM,
enquanto que a CAT é mais efetiva em concentragdes de mM de H,0, (SINGAL et

al., 1998; SUBUDHI et al., 2001).

1.5.2 - Super6xido Dismutase (SOD)

A dismutagao do anion superoxido a peroxido de hidrogénio e O, pela SOD
é frequientemente chamada de primeira defesa contra estresse oxidativo devido ao
superoxido ser um forte iniciador de reagdes em cadeias (MARKS et al., 1996). As
formas mais comuns da SOD sao CuZnSOD, que esta presente no citoplasma, e a

MnSOD encontrada na mitocéndria (SINGAL et al., 1990; SUBUDHI et al., 2001).

1.5.3 - Outras Enzimas Com Papel Antioxidante

Em adicdo as enzimas antioxidantes primarias ja mencionadas, as células
possuem um numero de sistemas enzimaticos que funcionam reduzindo a
producdo de EROs ou facilitando sua remocdo ou de seus subprodutos. A

citocromo ¢ oxidase € uma enzima terminal da cadeia respiratdria mitocondrial,
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catalisando a transferéncia de elétrons pelo citocromo az para o oxigénio. Chance
et al., (1979), enfatizaram a importancia dessa enzima em prevenir a formacao de
O, * e de H,0, fora da cadeia respiratoria, ligando-se fortemente a esses radicais.
Yu et al., (1994) expandiu a concepg¢do de defesas antioxidantes por meio das
enzimas participantes na degradacgéo, na remogao e na reparagao de células com
algum prejuizo. A degradacao de proteinas oxidadas é outra fungdo importante

exercida por determinadas proteases (OLIVER et al., 1987).

1.6 - SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE NAO-ENZIMATICO

Este sistema inclui compostos de baixo peso molecular sintetizados pelo
organismo humano como bilirrubina, horménios sexuais, melatonina, coenzima Q,
acido urico, etc, ou ingeridos através da dieta como acido ascérbico (vitamina C),
vitamina E (alfa-tocoferol), carotendides (vitamina A) e grupos fendis de plantas
(flavonoides). As vitaminas antioxidantes possuem a propriedade de remover O, °,
OH" e também o O, singlet (YU et al., 1994). A glutationa (GSH) e outras
moléculas antioxidantes exercem um importante papel na manutencdo dos niveis
de substrato por meio da GPx, além de contribuir para o estado reduzido das
vitaminas E e C (MEISTER et al.,, 1983). Do ponto de vista nutricional, os
antioxidantes podem ser divididos em duas categorias. A primeira refere-se aos
antioxidantes sintetizados pelo préprio organismo, sendo estimulados nas
situacdes de estresse oxidativo, incluindo muitas enzimas antioxidantes, além da

GSH. A segunda categoria refere-se aos nao-sintetizados pelo organismo, sendo
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adquiridos por meio da dieta. Podemos incluir nessa categoria as vitaminas E e C
e p-caroteno. Entretanto, até os antioxidantes sintetizados pelo organismo estédo
sob a influéncia nutricional e, portanto, das caracteristicas dos macros e dos
micro-nutrientes ingeridos (HARRIS et al., 1992). Dessa forma a alimentag&o tem

um papel significativo no sistema antioxidante.

Ames et al.(1981), propdem o papel protetor do urato no sangue. Os
humanos contém cerca de 750g de hemoglobina e aproximadamente 3% destes
(22g) sofre auto-oxidagdo, produzindo diariamente metahemoglobina e radical
superoxido. O superdxido é dismutado pela SOD em H;O, e O,. O H0,, ou
possivelmente os hidroperéxidos lipidicos, podem ser importantes iniciadores da
LPO nas membranas dos eritrécitos. Os autores entdo, pressupdem que um dos

papéis do urato € ajudar a suprimir a LPO nos eritrocitos.

1.6.1 - Acido Urico (AU)

O exercicio utiliza grandes quantidades de ATP na contragdo muscular
produzindo os nucleotideos de purinas ADP e IMP, que sdo normalmente
regenerados a ATP através da fosforilacdo oxidativa. O efeito combinado da
utilizacao de altas taxas de ATP e a diminuicdo do oxigénio para regeneracéo do
ATP durante o exercicio leva ao acumulo de hipoxantina e xantina (JACKSON,
1994; HELLSTEN, 1994). A xantina é convertida a acido urico pela xantina

oxidase.
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O Aacido urico serve como um sequestrador de radicais livres in vivo
(HELLSTEN, 1997; CHEVION et al.,, 2000). O acido urico plasmatico pode
estabilizar os radicais peroxil na fase aquosa e contribuir para a defesa
antioxidante do plasma (WAYNER et al., 1987). Durante o exercicio, purinas ricas
em fosfatos sdo utilizados e catabolizados, resultando no acumulo de hipoxantina,
xantina e acido urico nos tecidos. A conversao de hipoxantina em acido urico é

associada a formacéo do radical superoxido (SJODIN et al., 1990).

1.6.2 - Compostos Fendlicos

A presenca dos compostos fendlicos em plantas tem sido muito estudada
por apresentarem atividades farmacoldgicas e antinutricional e também por
inibirem a oxidacéo lipidica e a proliferacao de fungos (NAGEM et al., 1992;

FERNANDEZ et al., 1998).

Os flavondides sao os mais abundantes compostos fendlicos que fazem
parte dos alimentos, que compreende isoflavonas na soja, flavanois catequinas e
epicatequinas na uva, no cha e cacau, quercetina em cebolas e magas, naringinas
em frutas citricas e outros. O papel dos flavondides como provaveis mediadores
dos beneficios da saude pela ingestdo de frutas e vegetais e o potencial na
promogcao da saude como nutrientes individuais tem estimulado pesquisas
substanciais bem como especulagdes. Associagcbes epidemioldgicas e pesquisas
preliminares tém levado a excedentes extrapolagdes simplistas, por exemplo, o

paradoxo japonés é baseado na soja e no cha verde, o paradoxo francés é
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baseado no vinho tinto e os beneficios da dieta do Mediterraneo é baseado no
azeite de oliva. Polifendis isolados como a genisteia, epicatequina ou resveratrol
tem sido reivindicado por apresentar uma potente atividade antioxidante (NESTEL,

2001).

Diversos pesquisadores tém trabalhado na separagao, identificacao,
quantificacdo e utilizagcdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando
muitos problemas metodoldgicos, pois além de englobarem uma gama enorme de
substancias (fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos e
ligninas) eles sdo, na maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos e

suscetiveis a agao de enzimas (KING & YOUNG, 1999).

Os antioxidantes s&o agentes que trabalham tipicamente para impedir, ou
diminuir, o desencadeamento das reacdes oxidativas. Os mais importantes
metabdlitos fendlicos sdo os acidos fendlicos, os polifendis e os flavondides. As
flavonas, flavononas, flavondis, catequinas e antocianinas formam o grupo dos
flavondides, estes compostos protegem contra a oxidagdo do LDL-colesterol
através da reducdo dos radicais livres, como quelantes de ions metalicos e
regeneragao de alfa-tocoferol. Atuam também contra radicais livres, alergias,
inflamacdes, ulceras, viroses, tumores e hepatotoxinas. Na inibicado da agregacéao
plaquetaria reduzindo as cardiopatias e tromboses e a sintese de estrogeno

(ANJO, 2004).
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Figura 1- Fendlicos, a maior classe de antioxidantes da dieta e parte do amplo grupo de polifendis

encontrados nas plantas.

1.7 - LIPOPEROXIDACAO E EXERCICIO

A lipoperoxidagdo € uma reacdo em cadeia que ocorre na membrana

celular e pode ser dividida nas trés etapas que seguem:

(a) Iniciagao: o radical hidroxil reage abstraindo um atomo de hidrogénio de

um grupo metileno (-CH,-) da cadeia lateral de um AGPI (reac&o 6), deixando um

radical centrado no carbono. Os hidrogénios ligados aos carbonos metilenos s&o

univalentes e, portanto, mais reativos (EGE, 1984).
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Reacdo 6: L-CH+ OH®' — L-C* + H,O
no qual L corresponde a continuagao da cadeia do acido graxo.

(b) Propagagéo: esse radical centrado no carbono (L-C°®) por sua vez,
reage com o oxigénio produzindo radicais peroxil (reagao 7), os quais propagam a

reacao.

Reacdo7: L-C'+0, — L-C-O-0O°
Na auséncia de oxigénio, os radicais centrados no carbono podem reagir entre si

formando pontes cruzadas (reagéo 8).

(c) Terminagao: ocorre quando dois radicais reagem entre si, formando

moléculas estaveis (por exemplo, a reacao 8).

Reagdo8: L-C'+L-C° — L-C-C-L

Os produtos finais da LPO s&do o malondialdeido (MDA), hidrocarbonetos
volateis (como os gases etano e pentano), aldeidos saturados e insaturados,
cetonas e outros produtos que podem ser detectados experimentalmente
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).
[l

Agudamente o exercicio acarreta um aumento nos niveis de MDA no
figado, e cronicamente induz a um decréscimo do conteudo de MDA no cérebro,
um aumento significante no coracdo e musculos rapidos e lentos de ratos

treinados (LIU et al, 2000). O MDA é o produto da degradacgao de lipoperoxidos de
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acidos graxos que contém trés ou mais ligagdes duplas e € mais comumente
mensurado pelo TBARS (PRYOR et al., 1976). Quando um radical superéxido
reage com um acido graxo insaturado, um novo radical € formado. Na presencga do
oxigénio inicia-se uma reagao em cadeia que € a lipoperoxidagcédo, que diminui a
fluidez da membrana, incapacidade de manutencdo dos gradientes ibnicos,
inchago celular e inflamagao tecidual. A via da lipoperoxidagdo € a mesma no
repouso quanto no exercicio. Entretanto, a taxa em que as reagdes ocorrem é
aceita ser maior durante o exercicio. Se o exercicio aumenta a taxa de
lipoperoxidagado, entdo o exercicio pode ser implicado em algumas instancias de
dano celular. Entretanto, o efeito do exercicio na integridade celular € incerto, pois
nao se sabe se a lipoperoxidacdo € a causa ou a consequéncia para o dano
tecidual. O TBARS tem sido utilizado para mensurar a LPO nas membranas
celulares e acidos graxos. A técnica do TBARS tem mostrado ser sensivel ao
MDA e um bom indice geral de estresse oxidativo nos sistemas biologicos. O
problema com o uso do TBARS para indicar o MDA é que este pode ser provido
de outras vias além da LPO e mostra uma resposta positiva com a oxidacéo de

outros produtos (ALESSIO, 2000; CHILD et al., 1999).

Nos eritrécitos e em outras células a primeira via antioxidante preventiva
para a remogao de peroxido de hidrogénio (H.O,) € a glutationa e glutationa
peroxidase dependente de selénio (VIGUE et al, 1993). O exercicio
particularmente o exaustivo maximo e exercicio em individuos nao treinados
produzem uma quantidade grande de radicais livres, induzindo a peroxidagao de

acidos graxos poliinsaturados nos fosfolipideos de membrana e polimeragao de
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proteinas de membranas tais como as espectrinas. As mudancas nas membranas
das células sanglineas vermelhas aumentam a permeabilidade, rigidez da
membrana e diminuem a deformabilidade celular, que pode resultar num aumento

na hemdolise da célula vermelha (JENKINS, 1988).

1.8 — DANO OXIDATIVO A PROTEINAS

A producgao de EROs acredita-se ser mecanismos intrinsecos de uma série
de mudancgas bioquimicas e fisioldgicas que ocorrem durante o exercicio e sao
indicativos de estresse oxidativo (JENKIS, 1988). Modificagbes oxidativas de
residuos de aminoacidos incluindo derivagao de residuos de aminoacidos como
prolina, arginina e lisina para derivados reativos carbonil, e tem sido estabelecido
o grau de acumulo de carbonilagdo e uma variedade de condigdes fisiopatoldgicas
(STADMAN, 1992; RADAK & GOTO, 1998). O conteudo de carbonilagdo de
proteinas pode ser determinado usando o reagente 2,4 dinitrofenil hidrazina
(DNPH). Os efeitos citotoxicos das EROs pode também ter como alvos as bases
do DNA e provocar mutagdes que podem levar a mudangas no gendtipo do DNA

(KUCHINO et al., 1987).
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1.9 - MECANISMOS DE DEFESA ANTIOXIDANTE DURANTE EXERCICIO AGUDO

As enzimas antioxidantes sao capazes de aumentar suas atividades em
resposta aos aumentos nos niveis dos substratos (CHANCE et al., 1979). Dentro
do padrao fisiolégico, isso provavelmente &€ acompanhado pela ativacdo de
moléculas enzimaticas existentes, via modificacdo covalente e/ou alostérica de
maneira mais expressiva do que sintetizando novas proteinas enzimaticas (JI,
1995). Pelo fato de as sessbes intensas de exercicio fisico incrementarem a
producdo de radicais livres em certos tecidos, como o hepatico, o muscular
cardiaco e o esquelético (DAVIES et al., 1982; KUMAR et al., 1992), é esperado
um aumento em certas atividades enzimaticas em resposta a atividade fisica. Em
funcdo da grande variedade de atividades enzimaticas enddgenas, bem como os
niveis de producdgo de EROs nos diversos tipos teciduais, as enzimas

antioxidantes tém demonstrado diferentes respostas ao exercicio fisico.

A atividade da enzima SOD aparece aumentada apds uma sessado de
exercicio intenso, no figado (JI et al., 1988; MARIN et al., 1993), no musculo
esquelético (MARIN et al., 1993; QUINTANILHA et al., 1982), no musculo cardiaco
(JI et al., 1994; QUINTANILHA et al., 1983) e no sangue (QUINTANILHA et al.,
1983). Porém, Radak e colaboradores (1995) observaram que a atividade
CuZnSOD e MnSOD, bem como os conteudos enzimaticos imunorreativos nos
musculos soleo e tibial de ratos, estiveram significativamente aumentados apos
uma unica sessdo de caminhada levando a exaustdo. A atividade de CuZnSOD

voltou aos mesmos niveis daqueles encontrados no repouso apés um a trés dias,
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enquanto que a atividade da MnSOD e os conteudos protéicos continuaram a
aumentar apos o exercicio. Essas respostas sugerem que os efeitos da
estimulacao do exercicio na sintese e na ativacdo de CuZnSOD e MnSOD podem

ser diferentes em termos de limitagao e do tempo de inducéo.

De maneira similar a SOD, a GPx possui respostas variaveis, em uma
sessdo de exercicio fisico agudo, nas diferentes fibras musculares esqueléticas.
Alguns estudos indicam que certos efeitos da atividade muscular, sob a GPx, sao
nulos (MARIN et al., 1993; BRADY et al., 1979; LEEUWENBURGH et al., 1995 e
VIHKO et al., 1978), enquanto que em outros ha significativa elevagao (KANTER
et al., 1993; RADAK et al., 1995; JI et al., 1992 e QUINTANILHA, 1984). A GPx
hepatica parece ser inalterada em todos os estudos relatados (JI, 1995). Poucos
estudos detectaram aumento na atividade de GPx no coragdo (QUINTANILHA,

1984) bem como nas plaquetas (BUCZYNSKI et al., 1991).

Diversos estudos anteriores ndo revelaram qualquer alteracao significativa
na atividade da enzima CAT com o exercicio agudo (MEYDANI et al., 1993 e JI,
1995). Entretanto, uma excegao se fez na detecgdo de um aumento na atividade
de a enzima CAT apds a exaustdo na porgcdo mais profunda do musculo
vastolateral de ratos (JI et al., 1992 e JI & FU, 1992). Embora a CAT seja
encontrada primariamente nos peroxissomos, as mitocondrias dos miécitos tém
demonstrado uma fracéo significativa de atividade da enzima (LUHTALA et al.,
1994). Assim € possivel que o aumento observado no tecido muscular reflita uma

ativacao mitocondrial da CAT devido a um aumento na producgao de H,O..
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As enzimas antioxidantes podem ser distintamente ativadas durante uma
sessao de exercicio arduo. Essa ativacdo pode depender do estresse oxidativo
imposto em um determinado tecido bem como da propriedade enzimatica
intrinseca. O musculo esquelético € classificado como sendo mais afetado no
estresse oxidativo que o figado e coragdo, em funcéo, é claro, do consumo de
oxigénio envolvido durante a atividade fisica; sendo assim, 0 musculo esquelético
necessita de uma maior protegdo junto ao potencial agressor oxidativo (SEN,

2001; JENKIS, 2000).
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1.10 ADAPTACOES AO EXERCICIO

1.10.1 No exercicio agudo

Uma série aguda de exercicio maximo nédo tem efeito na atividade da
maioria das enzimas antioxidantes no coragao do rato, exceto sobre a SOD, que
mostrou um significante aumento apdés o exercicio, e por 30 minutos apds o
exercicio. Muitas enzimas antioxidantes hepaticas nao sao afetadas por uma série
de exercicio exaustivo, mas a atividade da CuZnSOD foi significantemente maior
na exaustao que no repouso. No musculo esquelético, a atividade de todas as
enzimas antioxidantes mensuradas (SOD, GPx, e CAT) foram significantemente

aumentadas apos uma série de exercicio exaustivo (JI, 1992, LEAF et al., 1999).

1.10.2 No exercicio crénico/treinamento

O treinamento induz as enzimas natioxidantes musculares, entre elas a
MnSOD e GPx mitocondrial mostram importante inducdo em resposta ao
treinamto (JI, 1992). Os efeitos do treinamento na CAT e CuZnSOD s&o menos
ressaltadas e existem dados conflitantes. Em geral, o treinamento n&o influencia o
sistema enzymatico no coragdo ou figado como no musculo esquelético, mas o
treinamento vigoros tem mostrado um acréscimo na SOD no tecido ventricular
esquerdo, e o tamanho da indugdo é dependente da intensidade do treinamento

(POWERS et al., 1993; LEAF et al., 1999; JENKIS, 1992)
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Os organismos sao capazes de induzir as enzimas antioxidantes sobre um
estresse oxidativo. Os efeitos do exercicio crénico nas enzimas antioxidantes
foram primeiro investigados em estudos transversos, comparando animais
selvagens com espécies domeésticas, e atletas com sedentéarios (JENKIS, 1988).
Jenkis e colaboradores (1984) foram os primeiros a reportarem que a atividade da
CAT e da SOD estao correlacionadas positivamente com o consumo de oxigénio e
também com o percentual de fibras do tipo | em musculo esquelético humano.
Entretanto, estudos com treinamento de animais ou humanos ndo tem sido
capazes de demonstrar consistentemente que enzimas antioxidantes podem ser
induzidas pelo exercicio cronico. Alguns pesquisadores tém demonstrado o
aumento nas atividades da CAT e da SOD com o treinamento, entre eles Higuchi
et al., (1985) e Quintanilha, (1984). No entanto este tema é controverso visto que
Alessio et al. (1988), Ji et al., (1988) e Laughlin et al., (1990) ndo observaram o
mesmo efeito. Em geral, existe uma atividade suficiente da SOD na maioria dos
tecidos para reduzir O, em H,0,, aumentando esta atividade em situagdes de
estresse oxidativo. Isso pode ser demonstrado por uma atividade relativamente
consistente da SOD em todos os grandes tecidos do corpo (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1985). Portanto, a remogcdao de H;O, e outros peréxidos é
provavelmente um fator determinante na extensdo do dano oxidativo. A indugao
da GPx pelo treinamento, pode representar a adaptagdo mais importante do
musculo esquelético para enfrentar o estresse oxidativo causado pelo exercicio

(JI, 1992).
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O aumento na demanda de energia, acompanhado pelo aumento na taxa
metabdlica oxidativa, significa um grande fluxo de oxigénio pelas mitocéndrias,
promovendo uma alta exposi¢ao tecidual as EROs. Se a intensidade do exercicio
for suficiente para causar um déficit de adenina e/ou uma lesao tecidual muscular,
as vias da xantina oxidase (XO) e dos neutrofilos poderdo ser estimuladas a
produzir um EROs adicional no tecido. Além disso, o treinamento pode depletar os
estoques de antioxidantes nao-enzimaticos, tais como vitamina E, glutationa, caso
a ingestao nao esteja em equilibrio com a demanda. Assim, como uma estratégia
a longo prazo, as células podem ativar a sintese das enzimas antioxidantes para
compensar o intenso estresse oxidativo (PRYOR et al., 1976; LEAF, et al., 1987;
SEN, 2001).

Além disso, um estudo realizado por Tiidus e colaboradores (1996)
demonstrou efeitos do treinamento na atividade da enzima SOD nas fibras
musculares dos membros inferiores, em humanos, apdés oito semanas de
treinamento em bicicleta. Higushi e colaboradores (1985), demonstraram que a

enzima SOD Mn ¢é a responsavel primaria pelo aumento na atividade da SOD.

Existem relatos mais consistentes em relacdo a adaptacdo da GPx ao
treinamento, com a maior parte dos estudos demonstrando um aumento na
atividade (JI et al., 1988; OH-ISHI et al., 1997; LEEUWENBURGH et al., 1994;
JENKIS, et al., 2000 e LAUGHLIN et al., 1990). A adaptacdo em relagdo a GPx
demonstra um padrao especifico de fibra muscular, em que a fibra do tipo Il a é a

mais adaptativa ao treinamento.
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A atividade da enzima SOD parece ser suficientemente alta e relativamente
uniforme para todos os tecidos e entre os varios tipos de fibras musculares,
sugerindo que a remogéao da superoxido pode ndo ser o fator limitante para a alta
atividade. Para efeito de comparagao, a enzima GPx degrada os produtos finais
das EROS, sendo essa atividade relativamente baixa. Isso pode vir a explicar o
motivo de a GPx mostrar, normalmente, uma grande adaptagdo ao treinamento
quando comparada as enzimas SOD e CAT. Apds a investigacao in vitro, Remacle
e colaboradores (1992) propuseram que a GPx é a mais importante enzima
antioxidante para a integridade celular por sua alta sensibilidade aos niveis

intracelulares de EROs e por sua grande adaptacéo ao estresse oxidativo.

1.11- VOLEIBOL

O voleibol competitivo € considerado por muitos, um dos esportes mais
explosivos e rapidos de hoje em dia. Desde a sua iniciagdo, tem envolvido
atividades de muita forca, poténcia, agilidade e velocidade. O voleibol € um
esporte muito rapido e de alta poténcia. Jogadores de voleibol de elite masculino
executam 250-300 atividades de alta poténcia, durante uma partida de 5 sets.
Dessas atividades, 50% sao saltos de varios tipos, 30% s&o sprints curtos e 12-
16% sao mergulhos para pegar bolas. Os saltos constituem a maioria das
atividades de poténcia. Jogadores de diferentes posigcdes naturalmente exigem

diferentes frequéncias e tipos de saltos (KRAEMER & HAKKINEN, 2001).
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Tem sido estimado que 90% da energia requerida para um jogador de
voleibol bem sucedido é proveniente de fontes energéticas anaerdbias, com
somente 10% advinda de fontes aerdbias. Um rapido exame de um tipico jogo
claramente ilustra que o voleibol € um esporte do tipo “explosao”. As acdes
ocorrem em curtas atividades de alta poténcia e velocidade. Embora possua
intervalos de recuperagcdo entre os pontos, que sdo muito curtos (12-14
segundos), a duragao da atividade é igualmente menor. A capacidade aerdbia é
mais importante nos periodo de recuperacgao entre os rallies, mas nao é a fonte
energética predominante durante a disputa pelos pontos. Em apoio a essas
caracteristicas metabdlicas, os jogadores de voleibol ndo desenvolvem
tipicamente grandes niveis de acumulo de lactato (KRAEMER & HAKKINEN,

2001).

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

individual ao treinamento fisico.

O vélei de praia, por ser um esporte relativamente novo, ainda nao
apresenta trabalhos cientificos publicados, e como vendo crescendo muito a sua
pratica, entendemos ser muito importante, termos informacdes sobre este novo

esporte olimpico.
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De acordo com as justificativas acima citadas este trabalho sera

desenvolvido na area de Fisiologia e Bioquimica do Exercicio.
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2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

A relevancia principal deste estudo se deve a escassez de pesquisas
envolvendo o voleibol, que € um esporte aciclico e com metabolismo misto, onde a
energia provém principalmente do metabolismo anaerdbio e com contribuicdo do
metabolismo aerdbio. Ja que a maior parte da literatura existente relacionando,
estresse oxidativo e exercicio, utiliza-se de esportes ciclicos e de metabolismo

aerobio.

Este estudo pode ser de grande utilidade para treinadores de equipes que
participam em competicdes de médio e alto nivel, onde poderdao ser utilizados
marcadores bioquimicos e fisioldgicos para periodizacdo de treinamento, assim
como para verificar adaptagdes do treinamento ao longo de uma temporada, pela
analise de algumas enzimas e substancias envolvidas em condi¢des de estresse

oxidativo, e pela quantificagcdo do consumo de oxigénio (VOzmax.).

O estudo tem como objetivo descrever e comparar parametros oxidativos
apos o exercicio aerdbio e anaerdbio em atletas de voleibol de quadra, jogadores

de vOlei de praia e individuos néo treinados.
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2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar entre os grupos, a atividade da enzima catalase,

Comparar intra e inter-grupos, assim como entre o0s exercicios, os danos

oxidativos aos lipideos e as proteinas,

Comparar a concentragao de acido urico intra e inter-grupos, assim

como entre os exercicios,

Comparar os niveis de compostos fendlicos plasmaticos, intra e inter-

grupos, € a sua resposta a diferentes exercicios.
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3-PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1- DELINEAMENTO DA PESQUISA

Modelo de investigagdo de laboratorio, com carater quantitativo, o
procedimento de investigagdo caracteriza-se como sendo do tipo ex-post-facto

com abordagem comparativa.

3.1.1 - Populacao e Amostra

A amostra foi composta por 11 individuos nao treinados, 11 atletas
profissionais de voleibol de quadra e 6 jogadores de vllei de praia, do sexo

masculino, com idade entre 20 e 35 anos, saudaveis, ndo fumantes, voluntarios.

Individuos ndo_treinados: individuos saudaveis, sem uma pratica de exercicio

(treinamento) sistematica, com um volume de atividade fisica menor que os

grupos de atletas.

Estudantes dos cursos de graduagdo e pods-graduagdo da Escola de

Educacéo Fisica e Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul.

Jogadores de volei_de praia: individuos saudaveis, com grande volume de

treinamento, periodicidade de treino de no minimo 3 vezes por semana e pelo
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menos um turno por dia, € consumo maximo de oxigénio maior que os individuos

levemente ativos.

Jogadores independentes, da cidade de Porto Alegre e arredores.

Atletas profissionais de voleibol de quadra: individuos saudaveis, com volume

de treinamento maior que os atletas de vélei de praia, periodicidade de 5 dias por
semana e dois turnos por dia, e que tenha uma capacidade aerdbia maior que os

outros grupos.

Atletas de voleibol de quadra, do Sport Clube ULBRA, de Canoas.

3.2- SEQUENCIA EXPERIMENTAL

3.9- GRUPO EXPERIMENTAL

Os voluntarios foram informados do objetivo do estudo, dos riscos e
eventuais desconfortos. Leram e assinaram o termo de consentimento informado
(Anexo 1). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (Anexo 2).

Na entrevista inicial, aplicamos o PAR-Q QUESTIONARIO SOBRE
PRONTIDAO PARA ATIVIDADE FiSICA (Anexo 3), com o objetivo de excluir
individuos que tivessem condi¢do imprépria de participar de atividades fisicas.
Num segundo momento através de uma anamnese, buscamos identificar

eventuais condigdes que pudessem interferir nos resultados do estudo, como por
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exemplo, individuos fumantes, e/ou que estivessem em tratamento
medicamentoso, ou usando suplementos vitaminico-mineralicos que interferisse

nos resultados.

Neste dia foi entregue aos individuos um recordatério alimentar de trés dias
(Anexo 4), e também um recordatério de atividades fisicas (Anexo 5) que foi
preenchido e devolvido a nutricionista para que pudesse ser calculada a dieta
individualizada para cada individuo antes do teste maximo. Os sujeitos receberam

uma dieta padrao, que foi utilizada nos periodos de teste.

Os individuos foram orientados a ndo consumir café ou bebidas alcodlicas
nas 24 horas que antecedem o teste, e que se apresentem trajando roupas e

calgcados adequados.

Os sujeitos foram orientados a n&o realizar exercicios fisicos 24 h antes dos

testes.

A realizagao dos testes foi de acordo com as possibilidades de horario dos

participantes.

O nivel de condicionamento fisico foi avaliado através da poténcia aerdbia
maxima, que conforme McDougall et al. (1991), corresponde a quantidade maxima
de oxigénio que um organismo pode ser estimulado a extrair da atmosfera e entdo

transportar e utilizar nos tecidos, e equivale a maxima quantidade de oxigénio que
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pode ser consumido por unidade de tempo por um individuo durante atividade que
envolva grandes grupos musculares, de intensidade com aumento progressivo,
que é continuada até a exaustdo. Quando expressa em termos de oxigénio, é
normalmente escrita como o maximo (max) volume por minuto (V) de oxigénio

(O2) e é abreviada como VO sx.

De acordo com Wilmore e Costill (2001) e pelas diretrizes do Colégio
Americano de Medicina Esportiva (ACSM) de 2001, o VO,nax. € considerada a
melhor medida isolada da resisténcia cardiorrespiratéria e do condicionamento

aerobio, e esta relacionado a capacidade funcional do coracéo.

E importante salientar que o VOamax. pode ser modificado pelo treinamento,
porém, em individuos saudaveis, mais de 90% da variabilidade do VOonsx. €
determinada geneticamente (KLISSOURAS, 1971). Além disso, a capacidade para
o trabalho prolongado também depende da habilidade de tolerar intensidades
submaximas de exercicio a um percentual elevado do VOnax., independente de

seu valor absoluto (RIBEIRO, 1995).

As diretrizes do ACSM fornecem uma tabela com valores normativos
expressos em percentil para 0 VOzmax. €m mililitros por quilograma de peso por
minuto (mL.Kg™".min™") com referéncias especificas & idade e sexo (Anexo 5). O
ranking pode ser interpretado da seguinte maneira:
percentil 90: bem acima da média

percentil 70: acima da média
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percentil 50: média
percentil 30: abaixo da média

percentil 10: bem abaixo da média

Segundo o ACSM um VOzmax. abaixo do percentil 20 para o sexo e a idade

esta associado com um risco aumentado de morte por todas as causas.

Também é dito que altos niveis de condicionamento cardiorrespiratorio
estao associados com altos niveis de atividade fisica habitual, que estdo por sua
vez, associados com muitos beneficios a saude. Sendo assim, optar-se-a por
computar o volume de treino semanal dos individuos para juntamente com os
valores de percentil de VOymax. Categoriza-los em atletas e individuos levemente

ativos.

Cabe salientar que 0 VOznmax. avaliado no cicloergbmetro geralmente é 8 a
11% menor do que o valor obtido na esteira, em fungdo dos valores de VO,
aumentarem de acordo com a massa muscular envolvida no teste. (McARDLE e

MAGEL, 1970).

3.2.1- Percentual de gordura (% G)

O percentual de gordura foi avaliado através da técnica de dobras cutaneas

e utilizado para caracterizar os grupos.
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Para o grupo de atletas o percentual de gordura foi calculado através da
férmula de sete dobras cutaneas de Jackson & Pollock (1978). Como referéncia,
atletas de voleibol de quadra de nivel nacional da Australia ttm 9,8% de gordura

corporal (WITHERS et al., 1987).

Para o grupo de individuos nao treinados o percentual de gordura foi
calculado através da formula de trés dobras cutaneas Jackson & Pollock (1978).
Como referéncia, individuos nao treinados do sexo masculino tém tipicamente

15% de gordura corporal (ACSM’s Guidelines, 2001).

3.2.2-Inquérito alimentar

O registro alimentar de trés dias foi calculado por nutricionista, a fim de
identificar se os padrdes alimentares (ingesta caldérica e distribuicdo de
macronutrientes) estavam de acordo com a RDA (recomendacdo diaria de

alimentos) e com suas necessidades individuais.

Para todos os testes, os individuos foram instruidos a ingerir o café da
manha prescrito na dieta, no minimo duas horas antes de cada teste, tentando

evitar qualquer desconforto ou mal estar durante os testes.
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3.2.3-Alimentacéo pré-exercicio

Sabe-se que ocorre uma deplegéo significativa nas reservas corporais de
carboidratos ap6s um periodo de 8 a 12 horas de jejum. O exercicio pela manh3,
apos uma noite em jejum, requer uma alimentagéo prévia, mesmo que o individuo
tenha habitos regulares e saudaveis em sua alimentagédo. Fazer jejum antes de
um exercicio ndo tem sentido fisioldgico, pois tal situacdo depleta rapidamente o
glicogénio muscular e hepatico, e prejudica o rendimento do exercicio. Consumir
carboidratos de alto indice glicémico, rapidamente absorvidos, dentro de uma hora
antes do exercicio acelera a deplegdo de glicogénio e afeta o desempenho

negativamente por contribuir com uma deplec¢ao do glicogénio e fadiga prematura.

A refeigdo pré-exercicio proporciona ao atleta energia adequada
proveniente de carboidratos e assegura uma O6tima hidratagdo. Em geral, trés
horas sao suficientes para digerir e absorver uma refeicdo rica em carboidratos
antes do exercicio. As refeicdes liquidas sdao uma opg¢ao, pois podem ser mais
rapidamente absorvidas, mesmo com altos indices glicémicos, ingeridas dentro de
uma hora antes do exercicio e obter os mesmos efeitos. Uma bebida que
contenha polimeros de glicose, como a maltodextrina, ao invés de agucares
simples, minimiza os efeitos negativos da concentragdo de moléculas de agucar
no esvaziamento gastrico e mantém o volume plasmatico, pois facilita o
movimento de agua do estomago para o intestino delgado para absorgéo

(McARDLE et al., 1996; KIRWAN et al., 1998 e SPARKS et al., 1998).
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3.3 - TESTE NO CICLOERGOMETRO

3.3.2 — Familiarizacéo

Os individuos que nunca se submeteram a teste ergoespirométrico em
cicloergbmetro passaram por um teste de familiarizagdo aos equipamentos antes

de iniciar o estudo.

3.3.3 - Teste maximo

Os individuos foram instruidos a fazer um breve alongamento antes do
teste, e apos a colocagao dos aparatos de frequéncia cardiaca e mascara de

coleta de gases.

No primeiro dia do experimento foi realizado um teste de cargas
progressivas, em cicloergbmetro, segundo protocolo em escada. O incremento de
carga foi igual para todos os grupos. A carga inicial foi de 50 watts, e sofreram
incrementos de 25 watts a cada minuto, para determinagdo do consumo maximo
de oxigénio e dos limiares ventilatorios. Os incrementos de carga foram suficientes

para que o teste dure de 8 a 14 minutos.

Os critérios utilizados para alcangar 0 VOzmax. foram:
Através da solicitagédo voluntaria do sujeito;

Platé na curva de consumo de oxigénio;
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RER maior que 1,15.

3.3.4 - Determinacéo dos limiares ventilatdios

Esta técnica de estimativa foi escolhida em fungdo de (a) ndo ser invasiva;
(b) evitar a necessidade de presenga dos individuos mais de uma vez no
laboratoério para realizar outro protocolo maximo incluindo a medida de lactato

sanguineo.

O primeiro limiar ventilatorio ou limiar aerébio (LA), foi determinado através
da analise computadorizada da equacédo de regressao entre VO, e VCO,,
conhecido como método de inclinagcéo V (V-slope), conforme trabalho de Beaver
et al. (1986). Quando o programa nao for capaz de detectar o LA, este foi

determinado pelos observadores, seguindo a mesma metodologia.

O segundo limiar ventilatorio ou limiar anaerébio (LAn), foi determinado
usando o critério de aumento no equivalente ventilatério do oxigénio e do gas

carbénico (VE.VO, " e VE.VCO,"). Como exemplificado nas figuras 4 e 5.

Tanto o LA (quando necessario) e o LAn foram determinados por dois
observadores independentes por inspegao visual nos graficos impressos conforme
as figuras 4 e 5, os quais serao plotados em intervalos de 5 segundos em fungéo
do VO,. Quando a escolha do limiar diferir por mais de 15 segundos entre os

investigadores, um terceiro investigador independente foi consultado.
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3.4 - TESTE MAXIMO PROGRESSIVO

No primeiro dia do experimento o voluntario realizou um teste de cargas

progressivas, em cicloergdbmetro, segundo protocolo em escada.

O protocolo do teste maximo foi construido da seguinte forma: carga inicial
foi igual para os dois grupos, assim como os incrementos. A intensidade inicial foi
de 50 watts, e sofream incrementos de 25 watts a cada minuto, até alcangcarem a
exaustdo, foram determinados os valores de consumo maximo de oxigénio
(VO2max) € limiares ventilatorios através da ergoespirometria de circuito aberto
(VIGUIE et al., 1993). Os incrementos de carga foram suficientes para que o teste

dure de 8 a 14 minutos (THODEN, 1991).

Durante o teste foram registrados os seguintes parametros: consumo de
oxigénio por minuto (VO,), eliminagdo de gas carbdnico por minuto (VCO,),

ventilagao por minuto (VE), razédo de troca respiratéria (RER), tempo e carga.

O critério utilizado para encerrar o teste foi a incapacidade do sujeito de

continuar pedalando numa frequéncia de 60 rpm ou por solicitacdo voluntaria.
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3.5- DETERMINACAO DA INTENSIDADE DO EXERCICIO

Para prescricdo da intensidade do exercicio, diversos estudos tém
mostrado que a utilizagdo de limiares é mais adequada que o consumo maximo de
oxigénio (SIMON et al., 1986; SCHNEIDER et al., 1990; LUCIA et al., 2000),
embora exista ainda muita polémica sobre aspectos fisiolégicos, metodologias e
terminologias empregadas para identificar os limiares ventilatérios e metabdlicos
durante o exercicio progressivo e sua aplicagéo na avaliagao da capacidade para

o trabalho prolongado de individuos saudaveis (DENADAI, 1995; RIBEIRO, 1995).

Para determinar a intensidade do exercicio foram calculados os METs
referentes ao consumo de oxigénio do segundo limiar ventilatério. A partir desse
valor e do peso corporal individual foi determinada a carga do teste (em watts)

submaximo aerdbio de acordo com tabela do ACSM (2001) (Anexo 7).

3.6-TESTE AEROBIO SUBMAXIMO

O teste submaximo foi executado depois de realizado o teste maximo, onde
cada sujeito comegou a pedalar numa carga referente a 33% do consumo de
oxigénio alvo por 3 minutos, aumentando logo em seguida para 66% desse
consumo por mais 3 minutos, e entdo chegando ao consumo de oxigénio alvo

onde continuou pedalando até completar o periodo de 1 hora, numa intensidade
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relativa a 10% abaixo do segundo limiar ventilatério, que foi determinado por dois

fisiologistas do exercicio com vasta experiéncia.

Foram feitas pun¢des venosas antes, logo em seguida ao término do teste,

20 minutos, 24, e 48 h apos o teste.
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3.7 - TESTE ANAEROBIO

O teste anaerdbio de Wingate foi desenvolvido durante a década de 1970,
no Instituto Wingate, em Israel (McARDLE, 1996). Desde sua criagdo, o teste
anaerdébio de Wingate tem sido utilizado em diversos trabalhos com os mais
diferentes tipos de sujeitos. A elaboracao desse teste surgiu da necessidade de se
obter mais informacgdes sobre o desempenho anaerdbio, uma vez que em algumas
atividades diarias e, principalmente, nas modalidades esportivas ha a necessidade
da realizacdo de movimentos com grande poténcia, instantaneamente ou em

poucos segundos (BAR-OR, 1987; SANTOS & SANTOS, 2002).

Para determinacdo de poténcia anaerdbia maxima, foi utilizado o teste de
Wingate. O protocolo de exercicio consistia de 30s de aquecimento sem carga e,
durante o teste de Wingate (30s) os sujeitos eram incentivados verbalmente a
pedalar o mais rapido possivel contra uma carga constante previamente

determinada, de 75 g.kg™' de peso.
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3.8- COLETA DA AMOSTRA SANGUINEA

Nos dias do teste de carga fixa aerdbia e no teste anaerdébio, os individuos
foram orientados a chegar ao laboratério 15 minutos antes do teste, ficando em

repouso até o inicio do teste.

A amostra sanglinea correspondeu ao volume de 10 mL e foi obtida
através de pungado com seringa descartavel e esterilizada em veia periférica no
membro superior. Como anti-séptico sera utilizado alcool a 92,6%. Os 10 mL
necessarios foram coletados e armazenados em frascos de plastico de 14 mL

contendo 500 pL da solugao anticoagulante heparina.

As coletas sanguineas foram realizadas da seguinte maneira: antes do
teste, logo em seguida ao término do teste, 20 minutos, 24 h e 48 h apos o teste.
Todos os sujeitos absteram-se de treinamento e exercicios fisicos por 24 h antes e

até 48 h apods o teste.
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ABSTRACT

We tested 11 professionals inddor volleyball players, and 11 untrained
subjects in Wingate test. Catalase activity was assess as antioxidant ezymatic
status; levels uric acid, total radical-trapping antioxidant potential (TRAP), and
phenolics compounds plasma as non-enzymatic index. Lipid peroxidation, through

thiobarbituric acid reactives species (TBARS) techinique that measure plasma
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malondealdheyde and 2,4 dinitrophenylhydrazine techinique as protein oxidative
damage. We found a significative increase in untrained subjects and volleyball
professionals indoor athletes in uric acid levels 20 min after the test, higher
phenolic compounds concentrations in untrained subjects, but none difference
found in TRAP in both groups. However, athletes showed TBARS decreased
immediately and 20 min after Wingate test, when compared with untrained
subjects, as well as a increase significative in protein damage 20 min after test in
untrained subjects. And athletes group demonstrated higher catalase activity than
untrained subjects immediately after 30 s test. In conclusion this study,
demonstrated that 30 s sprint anaerobic exercise is associated with acute changes

in antioxidant status, as wel as in oxidative stress paramenters.

INTRODUCTION

The generation of free radicals and reactive oxygen species (ROS) may
play important role in the initiation and promotion of degenerative conditions (Del
Maestro et al., 1980; Dillard et al., 1978). During exercise free radical production
increases and this overproduction may damage cells and tissues if it is not tightly
controlled (Freeman et al., 1982).

On the other hand, evidence suggest that exhaustive aerobic exercise also
may lead to an increase in antioxidant defenses, resulting in enhanced protection
against ROS, a decrease in accumulation of oxidative damage (Ashton et al.,
1998; Davies et al., 1982) and an alteration in blood antioxidant status (Clarkson,
1995). Nonetheless, little information about the effects of the anaerobic training on

antioxidant defenses is available.
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Currently, volleyball, a predominantly anaerobic sport (Kraemer & Hakkinen,
2001), has become one of the world’s most popular sport and it is the second most
important sport in Brazil. Athletes of Brazilian male Super League compete at a
very high level and have a long competition season, which normally consists of two
training sessions a day and one to two competition a week.

Thus, the present study was undertaken to determine whether Brazilian
professional indoor volleyball players have a better ability to withstand oxidative
stress due to anaerobic training-induced higher antioxidant defenses. Therefore,
the aim of the present study was to compare the effects of a short-term
supramaximal anaerobic exercise (30-s Wingate test) on various blood oxidative
stress markers and antioxidant defenses between Brazilian professional indoor

volleyball players and untrained subjects.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

Eleven male professionals athletes of indoor volleyball of Sport Club
ULBRA, Brazil, winners of Brazilian Super League 2001/2002, aged 21-30 years,
participated in this study. These athletes were compared with eleven untrained
subjects, all healthy male volunteers, graduate and pos-graduate students from
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil aged 21-33 years. Untrained
subjects were physically active but not involved in regular athletic training.
Exclusionary criteria included smoking and chronic illnesses. No subject reported

antioxidant compounds intake, including vitamins and/or medications. All refrained



74

from ethanol-containing beverages, strenuous physical exercise and caffeine for at
least 24 hours before exercise testing day.

The Ethics Committee of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(Brazil, RS) approved the protocol (n 2003225) and all subjects gave written
informed consent.

Experimental procedure

The untrained subjects and athletes visited the laboratory on one day.
Anthropometric data were collected by standard methods. The caloric intake was
calculated through of 3 days dietary record using the software Nutri (UNIFEST,
version 2.5, Brazil). A standardized questionnaire concerning week physical
activities was applied for all subjects in order to estimate energy exchange.

Maximal power was performed on electromagnetic cycle ergometer (Cybex

Cardiovascular System, The Bike, USA) for a period of 30 s (Wingate test), and the

load was calculated for 75 g.kg'1 body weight. The exercise protocol consisted of
30 s of the warm-up without load and, during the Wingate test, subjects were
asked to cycle for 30 s as fast as possible against the constant previously
determined load. The power was measured each 5 seconds (Bar-Or, 1987).
Blood samples

Blood samples were obtained from antecubital region vein, at rest,
immediately after the Wingate Test and 20 min after the test. The blood samples
(10 ml) were transferred to a sodium-heparinized tube. Plasma and erythrocytes

were separated immediately and kept at -75°C until analysis.
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Analysis of malondialdehyde (MDA)

As an index of lipid peroxidation we used the formation of thiobarbituric acid
reactive species (TBARS), as described by Drapper et al., (1990). Briefly, 100 pl
plasma sample were mixed with 300 pl trichloroacetic acid 10% and were
centrifuged at 10000 x g for 10 min at 4°C. 400 pl supernatant was mixed with 400
Ml 0.67% thiobarbituric acid and heated in boiling water bath for 30 min. TBARS
were determined by absorbance at 532 nm and expressed as malondialdehyde
equivalents (Equivalents MDA/mg protein).

Analysis of protein carbonyls

Protein carbonyls were assayed as described by Levine et al., (1990).
Briefly, 100 ul plasma was mixed with 100 pul of 10 mM 2,4 - dinitrophenylhydrazine
(DNPH) in 2 HCI. The mixture was incubated at room temperature for 1 h, followed
by addition of 100 ul 20% trichloroacetic acid and centrifuged at 15000 x g for 3
min. the protein pellets were washed three times with 500 ul ethanol: ethyl acetate
(1:1, v/v) and dissolved in 1 ml 6 M guanidine (pH 2.3). The peak absorbance at
370nm was measured to quantify protein carbonyls. The data are expressed as
nmol of carbonyls/mg protein.

Analysis of catalase (CAT) activity

To determine CAT activity (E.C. 1.11.1.6), erythrocytes were sonicated in 50
mM phosphate buffer (pH 7.0) and the resulting suspension was centrifuged at
3000 x g for 10 min. The supernatant was used for enzyme assay. CAT activity
was assayed by measuring the rate of decrease in H,O, absorbance at 240 nm

(Aebi, 1984).
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Analysis of uric acid (UA) concentration

Uric acid was measured by spectrophotometry using a comercial kit (Wiener

Lab., Uricostat enzimatico AA, Rosario, Argentina).
Analysis of plasma polyphenols

Total polyphenols in plasma were measured using the Folin-Ciocalteau-
method modified (Singleton et al., 1999). Plasma samples were directly assayed
with tannic acid serving as standard. Results are expressed as total polyphenol
(Equivalents tannic acid/mL plasma).

Analysis of plasma total reactive antioxidant potential (TRAP)

Plasma TRAP assay was measured as described by Lissi et al., (1995). For
TRAP determinations, the reaction medium consisted of glycine buffer (pH 8.6), 10
mM ABAP (Aldrich, USA), 10 uM luminol (Sigma, USA) and different volumes of
diluited plasma (1:1000) pondered by 100 ug protein. Chemiluminescence was
measured in out-of-coincidence mode of a liquid scintillation counter (Wallac 1409,
Beckman, Pablo Alto, CA, USA).

Experiments normalised by protein concentration, using the Lowry (1951)
for TBARS and CAT activity, and Bradford’s (1976) methods for protein carbonyl,
using BSA as standart.

Statistical Analyses

All data are expressed as means + SEM. To test for differences between
baseline values and post-training values the Wilcoxon test for paired data was
used. Differences between groups were tested by the Kruskall-Wallis non-

parametric ANOVA-test followed by Dunn's procedure for multigroup analysis..
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Page’s test for ordered alternatives was used to test the significance of any trends
observed according to the time. Data analyses were performed using the SPSS 8.0
software package (SPSS Inc, Chicago, IL) and MODSTAT statistical software

(Bellingham, WA). Statistical significance was set at 0.05 level (two-tailed).

RESULTS

The physiological characteristics of all subjects are presented in table 1.

No significant differences were observed regarding age, percentage body
fat, and fat mass between professional indoor volleyball players and untrained
subjects. However, body mass, height, and lean mass were statistically higher in
the athletes.

Absolute peak power was higher in the athletes group compared with
untrained subjects (1002.36 + 79.17 vs 756.09 + 131.62 W, p<0.001,
respectivally), nontheless, relative peak power was similar in both groups (11.12 +
0.79 vs 10.45 + 1.33 W/Kg body mass, for athletes and untrained subijects,
respectivally).

Plasma levels of lipid peroxidation (Figure 1), was statiscally higher in
untrained subjects after and 20 min after exercise when compared athletes group
(p<0.05).

The levels of protein carbonyl content in plasma (Figure 2) was significantly
increased at 20 min after Wingate test, when untrained subjects were compared to
indoor volleyball players. However before and right after Wingate test no

statistically differences were found.
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Catalase activity (Figure 3) was statistically decreased immediatelly after
exercise (p=0.039) in untrained subjects compared to professional indoor
volleyball.

Uric acid levels in plasma were higher at 20 min after Wingate test in both
groups (p=0.001, and p=0.003, professional indoor volleyball players and untrained
subjects, respectivally). But no significant differences between groups were
observed (Figure 4).

Phenolic compounds levels in plasma were (Figure 5) significantlly higher in
untrained subjects when compared to volleyball athletes (p<0.01) in the three
moments obesrved.

Trap in plasma was not statistically different (Table 2).

DISCUSSION

Our results provide evidences that anaerobic training induces adaptative
responses in antioxidant systems and that the combined effects of these changes
result in enhanced protection against ROS and a decrease in the accumulation of
oxidative damage when athletes were submitted to acute exercise.

An exercise bout such as Wingate test strongly stimulates purine
catabolism, as evidenced by the large increase in plasma of both hypoxanthine
(Starling et al. 1996) and uric acid. Thus, we assumed that the activation of
xanthine oxidase might play a major role in oxidative stress induced by short-term
supramaximal anaerobic exercise.

Many indicators have been used for the characterization of oxidative stress

exerted on cells and tissues. Here we have used the levels of plasma UA, SOD,
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TRAP, TBARS, protein carbonyl level, polyphenols concentration, and erythrocytes
activity enzyme catalse.

Few studies investigated the acute or chronic effects of non-aerobic
exercise on biomarkers of oxidative stress (Groussard et al., 2000; Groussard et
al., 2003; Ortenblad et al., 1997). Many factors might contribute to oxidative stress
induced by such exercise. Indeed, some authors (Granier et al. 1995) have
demonstrated that the aerobic metabolism also enters into play during such
exercise. The other more important factor is proton accumulation due to lactic
acidosis, which has been demonstrated in vitro to be a potent prooxidant factor
(Siesjo et al. 1985). Wingate test is well known to elicit anaerobic lactic
metabolism. The autooxidation of catecholamine might also contribute more to the
oxidative stress induced by short-term supramaximal anaerobic exercise, since
very high levels of catecholamine have been measured after such exercise (Zouhal
et al. 1998).

It is likely that training leads to chronic oxidative stress, which
simultaneously induces a significant increase in antioxidant enzyme activity. This
increase in antioxidant enzyme activity in response to training or to aerobic
potential (Jenkins et al., 1984) is interpreted by many authors as a positive
adaptation to training. It should rather be interpreted, as suggested by
Balakrishnan and Anuradha (1998), as the induction of the enzyme in response to
enhanced free radical production associated with an oxidative stress. In our work,
the catalase was higher in professionals indoor volleyball players than in untrained

subjects immediatelly after test. Catalase activity in response to a single bout of
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exercise is variable. For instance, Rokitzki et al., (1994) found no difference in
erythrocyte catalase activity levels following marathon running.

Superoxide radical is produced and is connected to the conversion of
hemoglobin to methemoglobin in the erythrocyte during exercise (Watanable et al.,
1990). Superoxide radical is converted into H,O, by SOD. The H,O, formed is
transformed in HO® radical by Fe*? and Cu*? ions (Fenton’s reaction), which are
transition elements (Gleeson et al., 1987). These reactive oxygen species and
especially HO® radical convert the polyunsaturated fatty acids into a lipid
peroxidation metabolite.

In this work, the level of lipid peroxidation was smaller in professionals
indoor volleyball players than in untrained subjects, after exercise and 20 min
recovery. The explanation can be that trained subjects have a higher fat oxidation
during physical work than sedentary subjects. Exercise training is accompanied by
metabolic a adaptation that occurs in skeletal muscle and adipose tissue and it
facilitates a greater delivery and oxidation of fatty acids during exercise. The
trained state is characterized by an increased flux of fatty acids through smaller
pools of adipose tissue energy. Moreover, the high performance level associated
with high training demands may lead to a lack of biochemical adaptation. Athletes
showed a great performance at Wingate test. TBARS levels were lesser after
exerecise and at 20 min recovery. Few studies have compared basal lipid
peroxidation levels between trained and sedentary subjects and it has led to
conflicting results. Kretzschmar et al. (1991) and Robertson et al. (1991) observed
no difference. Marzatico et al. (1997) described two lipid peroxidative indices

(conjugated dienes and malondialdehyde) which were higher in endurance athletes
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than in sedentary subjects, indicating that daily training sessions may cause basal
oxidative stress. On the other hand, Niess et al. (1996) reported that plasma levels
of malondialdehyde were lower in trained runners than in untrained subijects.
Strenuous endurance training was shown to reduce indices of oxidative stress
following exhausting exercise (Miyazaki et al., 2001). This is an important finding
since single sprint exercise bouts are crucial components of many sports
(athletism, collective sports...). However, in other studies, sportsmen exhibited
lower tocopherol, ascorbic acid and GSH levels and higher lipid peroxidation
markers than sedentary controls (Balakrishnan and Anuradha, 1998; Schroder et
al., 2000).

Protein carbonyl has been often used as a bona fide indicator of oxidative
stress (Chevion et al., 2000), and it reflects the degree of long-term oxidative
stress (Reznick et al., 1994). Caution should be exercised when evaluating its
meaning. The turnover time for protein carbonyls is of many hours to days, unlike
thiobarbituric acid reactive substances that turn over within minutes (Augustin et
al., 1997). This smaller oxidation in lipids and proteins in athletes can be a
consequence of an activation of mechanisms that removes the oxidatively modifeid
proteins from circulation, or alternatively, activation of an atioxidant mechanisms
that removes ROS (Chevion et al.,, 2000). Protein carbonyls can be determined
spectrophotometrically by the reaction with a classical carbonyl reagent 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) (Levine et al., 1990).

For the non-enzymatic antioxidant system, such an adaptation appears to
be compromised. As they largely contribute to resting plasma non-enzymatic

antioxidant levels, antioxidant intake of these compounds is likely to play a major
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role in the protection of the body against the oxidative stress induced by chronic
exercise. However, antioxidant intake in sportsmen is sometimes insufficient.
Indeed, Groussard et al., 2000, evaluated the daily antioxidant vitamin intake in
sportsmen and observed that 100% of the population did not consume the RDA for
vitamin E neither 60 % for vitamin C. Only B-carotene intake was appropriate.

Uric acid may act as an antioxidant both by binding iron and copper ions and
by directly scavenging reactive oxygen species (Ames et al., 1981). The rise in uric
acid has been observed and well documented after various forms of aerobic and
anaerobic exercise, (Duthie et al., 1990; Gleeson et al., 1987; Hellsten-Westing et
al., 1989), and this rise most likely result from enhanced purine oxidation in muscle
(Hellsten-Westing et al., 1989). The increase in plasma uric acid and polyphenols
concentrations may serve to protect the body against oxidative stress induced by
short term-exercise, by scavenging primarily reactive oxygen species (hydroxyl
radical, superoxide anion and singlet oxygen) or by preventing reactive oxygen
species formation by binding metal ions.

It is known that some flavonoids are excellent scavenger of free radicals like
the hydroxyl radical and superoxide anion radicals (Husain et al., 1987). Phenols
antioxidants compounds act as ROS’" scavengers and sometimes as metalic
chelant, playing a role in the begining and in the propagation of oxidative process.
Intermediary products resulted from oxidant actions are relatively stable due to
aromatic ring’s ressonance showed by this substances. Phenolic compounds and
some derived are, hence, efficients to prevent lipidic peroxidation (Kanter et al.,

1993). Nevertheless, it is worth mentioning that the Folin—Ciocalteu phenol reagent
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gives only an approximate estimate of the total phenolic content of plasma samples
(Halliwell et al., 1992).

We did not find increase in TRAP, but several studies have used this
method to detect increases in oxidative stress after exercise (Child et al., 1999;
Ginsburg et al., 2001; Santos-Silva et al., 2001). However, Alessio et al. (1997)
found that plasma total antioxidant capacity did not increase in response to a 30
min exercise, despite an increase in MDA. Another study found low total radical
antioxidant potential (TRAP) in sportsmen (Sharpe et al., 1996).

In conclusion, this study demonstrates that severe and brief anaerobic
exercise is associated with acute changes in plasma non-enzymatic and
erythrocytes enzymatic antioxidant defenses. It further suggests that in athletes the
antioxidant intake is likely to play an important role both in maintaining the plasma
antioxidant concentrations within the normal range and in protecting them against
oxidative stress induced by acute or chronic exercise due to an adaptative process
resulted from regular training, probably due to different mechanisms or different
activities of specific and repair systems.

This study was supported by a grant from CNPq, FAPERGS and

PROPESQ/UFRGS (2004).
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Table 1-Body composition

Indoor Volleyball Players Untrained Subjects
Body mass (kg) 90.37 + 6.30 73.2+9.05*
Height (cm) 195.83 + 6.42 1778+7.4*
Age (years) 24.09 +2.88 258 +4.7
% BF (%) 10.00 £+ 3.00 14.17 £ 4.62
Fat mass (kg) 9.41+ 246 10.6 £4.22
Lean mass (kg) 80.96 + 5.90 62.80 + 6.81 *
Means + SEM, * difference between groups, p<0,05.
c
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Figure 1 - Time course of plasma malondialdehyde concentration (MDA) detected by thiobarbituric
acid reactive substance (TBARS) method, before, immediately after the Wingate test and 20 min of
recovery. Results are expressed as means + SEM. * difference between groups, p<0.05 after and
20 recovery respectivally, # diference in volleyball players between before and after, and before and
20 min recovery.
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Figure 2 - Time course of plasma levels of protein carbonyl content, detected by
dinitrophenylhydrazine (DNPH) method; before, immediately after the Wingate test and 20 min of
recovery. Results are expressed as means + SEM. * difference between groups, p= 0.05, between
groups.
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Figure 3 - Time course of erythrocytes catalase activity (CAT) detected by decay of hydrogen
peroxide method, before, immediately after the Wingate test and 20 min of recovery. Results are

expressed as means + SEM. * difference between groups, p=0.039.
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Figure 4 - Time course of uric acid (UA), before, immediately after and 20 min of recovery of the
Wingate test. Results expressed as means + SEM. # difference between before and 20 min after,
p= 0.001 and 0.003 indoor volleyball players and untrained subjects, respectivally.
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Figure 6 - Time course of plasma polyphenols compounds; before, immediately after and 20 min of
recovery of the Wingate test. Results expressed as means + SEM. * difference between groups,
p<0.001.

Table 2 - TRAP in plasma. None difference found.

Volleyball
10min 20min  30min 40 min 50 min 60 min
System 100 100 100 100 100 100
Before 7713  94.81 93.40 84.25 91.66  89.17
After 85.28  98.31 98.05 88.79 93.14  92.93
20 min after 70.27 9740 9794 12055 96.96 96.09
Untrained
10min 20min 30min  40min 50 min 60 min
System 100 100 100 100 100 100
Before 59.16 99.89 98.32 96.58 90.85 89.45
After 60.68 103.19 10290 97.24 9444  96.25

20 min after 4646 104.25 14121 97.41 9452 9346
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ABSTRACT
Aerobic anda anerobic exercise may increase free radical production. On

the other hand, previous studies report that aerobic physical fithess may modulate
non-enzymatic plasma antioxidant defense. In addition, there’s no studies showing
if anaerobic exercise also own this ability. Therefore, we hypothesis that volleyball,
a predominantly anaerobic exercise, modulate non-enzymatic plasma antioxidant
defenses. Six beach volley players and 11 untrained subjects performed Wingate
and aerobic 1 hour tests. Blood was collected before, after, 20 min, 24 h after the
tests. Catalase activity was assessing as antioxidant ezymatic status; levels uric
acid and phenolics compounds plasma as non-enzymatic index. Lipid peroxidation,

through thiobarbituric acid reactives species (TBARS) techinique that measure
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plasma malondealdheyde and 2,4 dinitrophenylhydrazine techinique as protein
oxidative damage. We found a significant decrease in untrained subjects uric acid
levels immediatelly after aerobic test, and increased in both groups uric acid 20
min after anaerobic test. Catalase activity none changes between groups, as wel
as between exercises. However, just untrained subjects showed TBARS increase
immediatelly after aerobic test. The protein oxidative damage was increased in
untrained subjects immediately after aerobic test and also in 20 min recovery in
anaerobic test. Phenols compounds concentrations were higher in beach volley
players than untrained subjects during anaerobic exercise, but just in 20 min
recovery in aerobic exercise. These findings demonstrated that beach volley
players are better protected than untrained subjects when submeted in aerobic and

anaerobic exercises.

Key words: Volleyball players, Beach volley, untrained subjects, exercise, oxidative stress,
antioxidants, catalase enzyme, uric acid.

INTRODUCTION

Cells continuously produce free radicals and reactive oxygen species (ROS)
as part of metabolic processes. Exercise may produce an imbalance between ROS
production and antioxidants. Approximately 5% of total oxygen present in the
mitochondria forms free radicals. As oxidative phosphorylation increases in
response to exercise, there will be a concomitant increase in free radicals. Another
free radicals sources are activeted by exercise including prostanoid metabolism,
xanthine oxidase, NAD(P)H oxidase, and several secondary sources, such as the
release of radicals by macrophages recruited to repair tissue damaged (Jackson
et al., 2000).

Oxygen utilization may increase 10-15 folds during exercise endurance in

association with an increase superoxide and hydrogen peroxid overproduction
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(Boveris et al., 1972, Sjodin et al.,, 1990). Thus, acute and prolonged physical
exercise may result in an oxidative stress (Sjodin et al., 1990), which could lead to
physiological damage induced by free-radical-mediated lipid peroxidation (Davies
et al., 1982, Dillard et al., 1978).

Data concerning sprint anaerobic exercise and oxidative stress remain very
scarce. Some factors that could lead to oxidative stress resulted from short-term
supramaximal anaerobic exercise-induced by protons release due to acidosis,
catecholamine autoxidation, ischemia-reperfusion syndrome (Hellsten-Westing et
al., 1989). The dismutation of O,* generates H,O,, a specie generated by several
oxidase enzymes in vivo, including xantine oxidase, urate oxidase and D-amino
acid oxidase. The hydrogen peroxide is usually removed by two type of enzymes.
Catalase directly decomposes of H;O, to ground-state O, and gluthatione
peroxidase (Hellsten-Westing et al., 1989).

To prevent exercise-induced oxidative stress, the organism should be well
equipped with antioxidant defense system including enzymes such as catalase
(CAT), and non-enzymes substances such as uric acid (Davies et al., 1982), and
polyphenols compounds plasma (Halliwell & Guteridge, 1999).

The oxidative damage can be stimated by lipid peroxidation (LPO), wich is
the attack of ROS in lipids. It can be estimated by assessment of the main product,
which is malondialdeyde (Hellsten-Westing et al., 1989). In addition to lipid
peroxidation, ROS are known to cause oxidative modifications of proteins

(including enzymes) and nucleic acids (Stadman, 1990)
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The beach volley is a recent olympic sport. Because the Brazilian couple is
the olimpic champion, beach volley practice is increasing in Brazil. However there
aren’t studies in the literature so we believe this is the first work to evaluate the
stress oxidative in beach volley players.

The aim of this study was to compare the effect of anaerobic and aerobic
exercise on oxidative parameters in beach volley players and in untrained subjects.
Blood samples were collected to determine catalase (CAT) activity, thiobarbituric
acid reactives species (TBARS), uric acid (UA), damage protein oxidative,

polyphenols compounds levels.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

Eleven untrained subjects and six regional level beach volley athletes
volunteered in this study. They were nonsmoking and did not show any chronic
disease. The physical and physiological characteristics are shown in table 1. All
subjects were requested to refrain from exhaust training/physical activity for 24 h
before the test. Both groups received a standard diet (100% RDA). Subjects were
informed about possible risks and discomforts associated with the experiments
before giving their written consent to participate. The Ethics Committee of the
Federal University of Rio Grande do Sul approved the protocol (n 2003225).
Experimental procedure

Body composition was performed through the Jackson & Pollock protocol
(1978). The caloric expenditure was calculated using the software Nutri, UNIFESP

(version 2.5).
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Exercise protocolo

Experimental procedures were done in three diferent occasions separated
by at least one week.

In the first day maximal power was performed on electromagnetic frenage
cycle ergometer Cybex Cardiovascular System (The Bike, EUA), during a period of
30 s (Wingate test). The load was calculated for 75 g.kg™' body weight. Exercise
protocol consisted in 30 s of warm-up without load and maximal cycling for 30 s.
The power was measured each 5 seconds. Subjects were verbally encouraged to
give maximal effort during the test (Bar-Or, 1987)

In the second situation maximal oxygen uptake test consisted of a
progressive test in cycle ergometer (Cybex, The Bike, USA). Initial load was 50W
and increased 25W every minute, until exhaustion. Subject was accopled with a
ergoespirometer (MGC CPX/D Med Graphics Corporation, USA) according Lucia
(2000) protocol. To determinate the load of aerobic test we used ventilatory
thresholds. Oxygen consumption was transformed in METs and according to body
mass, the workload was assessed through the table in American College of Sports
Medicine Guidelines, 2000. The target load for aerobic test was 10% below the
second ventilatory threshold.

In the third occasion subjects performed the aerobic test wich consisted in
exercising 3 min at 33% of the target load, 3 min at 66% of the target load followed
by exercising in the target load until complete 1 hour of exercise.

Blood samples
Blood samples were obtained from antecubital region vein at rest,

immediately after and 20 min after both anaerobic and aerobic tests. Blood
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samples (10 ml) were transferred to a sodium-heparinized tube. Plasma and
erythrocytes were separated immediately and kept at -75°C until analysis.
Analysis of malondialdehyde (MDA)

As an index of lipid peroxidation we used the formation of thiobarbituric acid
reactive species (TBARS), as described by Drapper et al., (1990). Briefly, 100 pl
plasma sample were mixed with 300 pl trichloroacetic acid 10% and were
centrifuged at 10000 x g for 10 min at 4°C. 400 pl supernatant was mixed with 400
Ml 0.67% thiobarbituric acid and heated in boiling water bath for 30 min. TBARS
were determined by absorbance at 532 nm and expressed as malondialdehyde
equivalents (Equivalents MDA/mg protein).

Analysis of protein carbonyls

Protein carbonyls were assayed as described by Levine et al., (1990).
Briefly, 100 ul plasma was mixed with 100 pl of 10 mM 2,4 - dinitrophenylhydrazine
(DNPH) in 2 HCI. The mixture was incubated at room temperature for 1 h, followed
by addition of 100 ul 20% trichloroacetic acid and centrifuged at 15000 x g for 3
min. the protein pellets were washed three times with 500 ul ethanol: ethyl acetate
(1:1, v/v) and dissolved in 1 ml 6 M guanidine (pH 2.3). The peak absorbance at
370nm was measured to quantify protein carbonyls. The data are expressed as
nmol of carbonyls/mg protein.

Analysis of catalase (CAT) activity

To determine CAT activity (E.C. 1.11.1.6), erythrocytes were sonicated in 50

mM phosphate buffer (pH 7.0) and the resulting suspension was centrifuged at

3000 x g for 10 min. The supernatant was used for enzyme assay. CAT activity
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was assayed by measuring the rate of decrease in H,O, absorbance at 240 nm
(Aebi, 1984).
Analysis of uric acid (UA) concentration

Uric acid was measured by spectrophotometry using a comercial kit (Wiener
Lab., Uricostat enzimatico AA, Rosario, Argentina).

Analysis of plasma polyphenols

Total polyphenols in plasma were measured using the Folin-Ciocalteau-
method modified (Singleton et al., 1999). Plasma samples were directly assayed
with tannic acid serving as standard. Results are expressed as total polyphenol
(Equivalents tannic acid/mL plasma).

Experiments normalised by protein concentration, using the Lowry (1951)
for TBARS and CAT activity, and Bradford’s (1976) methods for protein carbonyl,
using BSA as standart.

Statistics analysis

All data are expressed as means + SEM. To test for differences between
baseline values and post-training values the Wilcoxon test for paired data was
used. Mann-Whitney test was used to detect differences between the two groups.
To test the significance of any trends observed according to the time the Page’s
test for ordered alternatives was used. Data analyses were performed using the
SPSS 8.0 software package (SPSS Inc, Chicago, IL) and MODSTAT statistical
software (Bellingham, WA). Statistical significance was set at 0.05 level (two-

tailed).
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RESULTS

Body composition, diet uptake and anaerobic and maximal testes
performance are shown in table 1.

As shown in Figure 1, catalase activity did not change during the course
time of the exercise between both exercises and groups.

It has been demonstrated in several works that ROS are involved in the lipid
peroxidation. In our study we observed that LPO increased (Figure 2) immediately
after aerobic exercise in untrained group (p<0.05). There were no differences
regarding anaerobic exercise.

Oxidative modifications of amino acid residues include derivatization to
reactive carbonyl derivatives and links have been stablished between degrees of
reactive carbonyl accumulation. The oxidative protein damage (Figure 3) had a
similar response to LPO, increasing immediately after aerobic exercise (p<0.05).

Uric acid levels (Figure 4) showed significative increase 20 min after
anaerobic exercise in both groups (p<0.05). After aerobic exercise this levels
decreased in untreined subjects (p<0.05). No differences were found when
anaerobic was compared to aerobic exercise in both groups.

The polyphenols compounds in plasma (Figure 5) was higher in beach
volley players than in untrained subjects in all periods (p<0.05) in anaerobic
exercise. In aerobic exercise, polyphenols compounds plasma was higher after 20

min recovery in beach players than in untrained subjects (p<0.05).
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DISCUSSION

In the present study CAT activity did not change, even when we compared
aerobic and anaerobic exercises. However, Inal et al., 2001, observed that CAT
activity was increased compared to preexercise values. Robertson et al., 1991,
have reported an increase in CAT activity after 1 week of exercise. Most studies
have revealed no significant alteration in CAT activity with acute exercise (Meydani
& Evans, 1993, Ji, 1995). CAT activity has been shown to increase after training in
skeletal muscle by some authors (Quintanilha, 1984, Oh-Ishi et al., 1997, Jenkis,
1983, Hollander et al., 1999). Nevertheless, most studies have reported no change
in muscle CAT with training (Meydani & Evans, 1993, Jenkis, 1988, Ji, 1995), and
few studies even reported a decrease (Leeuwenburgh et al., 1994, Laughlin et al.,
1990).

When polyunsaturated fatty acids on biomembranes are attacked by free
radicals in the presence of molecular oxygen, a chain of peroxidative reactions
occurs, eventually leading to the formation of hydrocarbon gases (e.g. methane,
ethane and pentane) and aldehydes (e.g. malonaldehyde, MDA) (Davies et al.,
1982, Kumar et al., 1992). Byproducts of lipid peroxidation are the most frequently
studies markers of oxidative tissue damage during exercise. Lipid peroxidation
causes an increase in the structure and viscosity of the membrane bilayer,
changes the thermotropicphase behaviour, decreases the electrical resistance and
facilitates phospholipid exchange between the two monolayers. Upon lipid
peroxidation, membrane proteins are cross-linked and their mobility decreases

(Leeuwenburgh et al., 1994). MDA content was found to be increased during
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exercise in a variety of tissues, and the extend of lipid peroxidation also appears to
depend on exercise intensity (Reid et al., 1994).

Studies reporting increases in malondialdehyde (MDA) in response to
exercise are controversal (Viinikka et al., 1984). In our work, we found significant
increase in MDA content (Figure 2), only in untrained subjects immediately after
aerobic exercise (p<0.05). Niess et al., 1996, measured plasma levels of MDA in
trained and untrained individuals at rest, before and after an exhaustive round of
exercises (Nies et al, 1996). They found no significant increases in MDA in either
group following a treadmill test to exhaustion, either at 15 min post-exercise or 24 h
post-exercise. Moderately trained subjects who ran for 2.5 h on a treadmill showed
no change in plasma MDA (Duthie et al., 1990, Denbarch et al., 1993). Similarly,
there were no documented changes at rest, before or after 4 weeks of high
intensity rowing training in plasma MDA levels (Denbarch et al., 1993) in athletes.

In this study the protein damage changed significantly in untrained subjects
20 min after anaerobic exercise and immediately after aerobic exercise (p<0.05). A
diference between groups immedaitely after aerobic exercise was found (p<0.05).
It has been reported that exercise increases the rate of both protein syntesis and
degradation (Radak & Goto, 1998). The increase in some proteasome complex
activity with maintained level of oxidatively modified protein concentration suggests
that ROS formation was balanced by antioxidant and repair systems. It has been
shown that oxidative modifications of proteins induce protein degradation (Davies,
1993, Grune et al.,, 1997). The proteasome complex could be induced by some

other factors, such as cell division, antigen processing and NF-«B (Grune et al.,
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1997). Interestingly, the NF-kB activity can be induced by exercise (Sen et al.,
1997).

Aerobic exercise is accompanied by an increase in the generation of ROS in
the skeletal muscle which can result in tissue damage (Davies et al., 1982).
However, it is likely that adaptive response such as upregulation of antioxidant
enzyme activities and other protective mechanisms can be induced by regular and
moderate exercise, and in this way general protective activity is acquired to cope
with stronger stress which might be encountered later (Booth et al., 1998). Under
anaerobic conditions due to exhaustive exercise a large amount of ADP would be
formed upon ATP depletion in the skeletal muscle. ATP would then be regenerated
at the expense of two molecules of ADP by the catalytic action of adenylate kinase,
AMP being formed as a by-product which is metabolized to adenosine and then to
hypoxanthine by adenosine deaminase. Hypoxanthine would diffuse out from the
muscle into the circulating blood and thus be provided as a substrate for xanthine
oxidase located on the surface of endothelial cells of the lung or in circulation,
generating active oxygen species during the enzyme reaction.

Uric acid increased during anaerobic exercise trial in both groups (p<0.05).
As seen in Fig. 4, anaerobic exercise induced an increase in uric acid plasma
concentration from 46.89 + 2.48 and 43.93 + 3.44 mg.L'1 pre-race to 56.28 + 3.64
and 58.41 + 4.72 mg.L"' by pos-race, in untrained subjects and beach volley
players, respectivally. Likely due to increased ATP catabolism resulted from
exhaustive exercise (Halliwell & Guteridge, 1999). Uric acid is the antioxidant

compound that protects against certain free radicals (i.e. hydroxil). The increase in
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plasma uric acid levels after intense exercise is a result of accelerated purine
metabolism in muscle by xantine oxidase activation (Hellsten-Westing et al., 1989,
Groussard et al.,, 2000). In our study after aerobic exercise uric acid plasma
concentration decreased from 48.78 + 2.45 pre-race to 44.89 + 2.13 by pos-race,
in untrained subjects (p<0.05). Exercise may require an increase in the activity of
adenylate cyclase (Sjodin et al., 1990, Liu et al., 1999) (or myokinase in muscle
(Brooks et al., 2000) acting as an additional source of energy by producing 1 ATP
and 1 AMP from 2 ADP (Brooks et al., 2000). While the ATP is used for energy, the
AMP is degraded to IMP (Hellsten, 2000). IMP is catabolized to hypoxanthine, to
xanthine, and finally to uric acid. During intensive exercise, there is increase
likelihood that the enzyme responsible for the conversion of xanthine to uric acid
will be xanthine oxidase rather than xanthine dehydrogenase. While xanthine
dehydrogenase uses NADH as the eletron acceptor, xanthine oxidase uses
molecular oxygen, generating the superoxide radical as a by-product (Hellsten,
2000), likely contributing to oxidative stress during exercise.

An other non-enzymatic antioxidant is the polyphenol, wich is a group of
polyphenolic substances ubiquitous found in vegetables (Graham, 1992). Among
the principal proprieties that may account for the potencial health beneficits of
flavonoids is their antioxidant activity (Rice-Evans et al., 1996). Several in vitro
studies have demonstrated that flavonoids can superoxide (Afanas’ev et al., 1989),
hydroxil (Husain et al., 1987), peroxyl radicals (Lotito & Fraga, 1998, Serafini et al.,
1996), and inhibit lipid peroxidation in different systems (Terao et al., 1994, Zhang
et al., 1997). In vitro studies have consistently demosntrated that flavonoids have

significant antioxidant activity due to their ability to scavenge ROS and chelate
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metal ions (Renaud & Guenguen, 1998, De Lorgeril et al.,, 1999, Sesso et al.,
1999). Therefore, the consumption of beverages, as well as other flavonoids-
containing foods (Sesso et al., 1999), has been proposed as a useful pratice to
limit oxidative damage in the body. However, studies with supplementation of this
compounds have produced conflicting results (Serafini et al., 1996, Maxwell &
Thorpe, 1996, Da Silva et al., 1998), suggesting that the evidence for antioxidant
activity of flavonoids in vitro cannot be extrapoled to the in vivo situation, as the
bioavailability of these compounds may be limited. In our study, the higher
concentration of polyphenols presented in beach volley players might protect
against lipid peroxidations and protein damage. Nevertheless, it is worth
mentioning that the Folin—Ciocalteu phenol reagent gives only an approximate
estimate of the total phenolic content of plasma samples (Halliwell et al., 1992).

In conclusion, our results show that beach volley players present predominantly
anaerobic training. They also show greater non-enzimatic plasma defense
compared to untrained subjects, suggesting that regular training-induced benefical
effects on health are partly due to an adaptative process that involves reduced
accumulation of protein damage, no change in lipid peroxidation, higher uric acid
and high plasma polyphenols levels, probably related to a healthier diet. It can be
explained possibly due to different mechanisms or different activities of specific
antioxidant and repair systems.

This study was supported by a grant from CNPq, FAPERGS and

PROPESQ/UFRGS (2003).
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Table 1-Body composition

Beach Volley Untrained Subjects
Body mass (kg) 78+1.63 73.2+ 0.82
Height (cm) 182.83+ 1.08 177.8 + 0.67
Age (years) 26 + 0.47 258+ 0.43
% BF (%) 8.48 + 0.67 1417 £ 0.42
Fat mass (kg) 6.64+ 0.65 10.6 + 0.38
Lean mass (kg) 68.81+ 1.16 62.80 + 0.62
VET (kcal) 314545+ 73 2248.52 + 44.83
% Carbohydrate 59+ 1.06 52.23 + 0.58
% Protein 18.1+ 0.68 18.2+ 0.15
%Lipid 23.40+ 0.65 26.25+ 0.58
VOzmax. (Ml.kg™.min™) 38.35+ 1.15 36.53 + 0.44
Power peak (Watts) 850.17 + 19.97 756.09 + 11.96

VET is Value Energetics Total, Means + SEM.

------ Beach volley
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Figure 1- Time course of erythrocytes catalase activity (CAT) detected by decay of hydrogen
peroxide method. A anaerobic and B aerobic exercise. Results are expressed as means + SEM.
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Figure 2- Time course of plasma malondialdehyde concentration (MDA) detected by thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) method. A anaerobic and B aerobic exercise. * Change TBARS
levels before when compared with immediately after exercise aerobic, differences in untrained
gruop (p< 0.05). Results are expressed as means + SEM.
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Figure 3 - Time course of, detected by dinitrophenylhydrazine (DNPH) method. A anaerobic and B
aerobic exercise. * Change protein carbonyl content plasma levels before when compared with 20
min of recovery, in anaerobic exercise (p<0.05), and before and immediately after aerobic exercise
(pM* Change TBARS levels before when compared with 20 min of recovery, in anaerobic exercise
(p<0.05). # difference between groups (p<0.05). Results are expressed as means + SEM
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Figure 4- Time course of uric acid (UA), before, immediately after and 20 min of recovery of the
Wingate test, and aerobic exercise. A anaerobic and B aerobic exercise. * Changes over time were
significant at p<0.05 before and immediately after exercise for 20 min recovery, in both groups. §
Significative decrease (p< 0.05) in uric acid levels, when compared before with immediately after
exercise in untrained group. Results expressed as means + SEM.
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Figure 5- Time course of polyphenols compounds levels, before, immediately after and 20 min of
recovery of the Wingate test and aerobic exercise. A anaerobic and B aerobic exercise. * Changes
over time were significant at p<0.05 before and immediately after exercise for 20 min recovery,
between groups in anaerobic exercise, and 20 min after recovery aerobic exercise. # Significative
increase (p< 0.05) in polyphenols compounds levels in untrained subjects 20 min after Wingate test.
Results expressed as means + SEM.
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5-DISCUSSAO

Durante o exercicio muscular, a produgdao de energia depende do
metabolismo anaerdobio e aerdbio. Margaria et al.,, (1964), sugerem que o
metabolismo anaerdbio lactico contribui para a producdo de energia apds 20
segundos de exercicio. Mercier et al., (1991), mostraram que a concentracédo de
lactato venosa aumenta, significativamente, apds 6 segundos de exercicio intenso,
contribuindo significativamente para a producdo de energia durante exercicio

intenso e de curta duragao.

Balson et al., (1992), hipotetizaram que o metabolismo anaerébio lactico
deve contribuir para a produgdo de energia desde os primeiros segundos de
exercicio. Isso é suportado pelo fato de a glicélise e a glicogendlise serem
imediatamente ativados por Ca*?, que é liberado pela contragdo muscular

(CHASIOTIS et al., 1982).

O teste de Wingate foi escolhido por estimular fortemente os sistemas ATP-
CP e ser também glicolitico (SMITH & HILL, 1991), e com isso ativando o
catabolismo das purinas (STARLING et al., 1996) além da producédo de acido
lactico (GRANIER et al., 1995). O teste de Wingate € bem conhecido por ativar o
metabolismo glicolitico lactico, e por isso produzir um aumento no acumulo de
prétons provenientes da situacado de acidose lactica que tem mostrado, in vitro, ser

um potente fator prooxidante (SIESJO et al., 1985). Assim como a autooxidagao
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de catecolaminas pode contribuir também para elevar o estresse oxidativo
induzido pelo exercicio anaerdbio supra maximo de curta duragdao, uma vez que

niveis muitos altos tém sido mensurados apds o exercicio (ZOUHAL et al., 1998).

O teste de Wingate estimula fortemente o catabolismo das purinas, como
evidenciado por um grande aumento na hipoxantina e do acido urico plasmatico
(STARLING et al., 1996). Alguns trabalhos assumem que a ativagao do sistema
xantina oxidase pode ter um papel importante, sendo o mais importante, no
estresse oxidativo induzido pelo exercicio anaerdébio supra maximo de curta

duracdo (GROUSSARD, 2003).

Em um estudo, in vitro, utilizando concentra¢des de lactato (0, 1, 10, 15, 30
e 60 mM) comumente encontradas no sangue, no musculo em repouso ou ativo,
mostrou que o ion lactato atua como um bom antioxidante e esse efeito seria
dependente da concentracdo. Esses dados sao importantes para podermos
entender o efeito do lactato na produgdo de radicais livres gerados durante o
exercicio, devido a concentracdo de lactato aumentar com a intensidade do
exercicio (GROUSSARD et al., 2000). A concentragéo de lactato pode passar de 1
para 10 mM num exercicio de consumo maximo de oxigénio e de 15 mM,
possivelmente 30 mM durante o exercicio supra maximo (OSNE & HERMANSEN,
1972). As concentragdes de 30 a 60 mM podem ser encontradas no musculo ativo
apos um exercicio muito intenso e rapido (JACOBS et al., 1983 e SAHLIN & REN,

1989).
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Em nosso estudo, os atletas profissionais de voleibol de quadra apresentam
um decrescimo significativo nos indices de LPO imediatamente apds e aos 20 min
de recuperagao (p< 0,05, Figura 1, artigo 1), que é um resultado diferente do
estudo realizado por Groussard et al., (2003), que realizaram o teste de Wingate
em 7 estudantes de Educacéao Fisica e encontraram diferengas significativas nos
valores de lipoperoxidacdo, mensurados através da técnica de TBARS, apos 20
minutos de recuperacéo. Nos grupos de atletas de voleibol de quadra e jogadores
de vélei de praia, ndo observamos diferencas significativas entre os tempos

estudados nem comparados aos outros grupos.

O malondialdeido plasmatico de repouso foi maior em atletas treinados em
velocidade que em maratonistas, e ambos foram maiores quando comparados
com um grupo de sujeitos controles (MARZATICO et al., 1997). Santos-Silva et al.,
(2001) também encontraram os niveis de MDA de repouso maiores em nadadores
adolescentes treinados comparados com um grupo de sujeitos controles. Em
oposigao, Niess et al., (1996), encontraram MDA maior no plasma de sujeitos ndo
treinados comparados com atletas, e Miyazaki et al., (2001) ndo observou

mudancas no MDA em eritrocitos apés 12 semanas de treinamento.

Varios estudos mostram que séries unicas de exercicio aumentam os niveis
de MDA sanguineos (DAVIES et al., 1982; HARTMANN et al., 1995; KOSKA et al.,

2000).
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Mas nem todos estudos demonstram aumento no MDA em resposta ao
exercicio (VIINIKKA et al., 1984). Sujeitos moderadamente treinados que
correram por 2,5 horas numa esteira rolante ndo alteraram os niveis de MDA
plasmaticos (DUFAUX et al., 1997; DUTHIE et al., 1990). Similarmente, ndo foram
documentadas mudangas no repouso, antes ou apos 4 semanas de treinamento
de alta intensidade em remadores nos niveis de MDA (DERNBACH et al., 1993).
Isso pode ser explicado pelo motivo dos trabalhos quantificarem o MDA em
diferentes tecidos (sangue total, eritrocitos, glébulos brancos, plasma), o que
resulta em resultados muito contraditorios. No exercicio aerdbio, ndo houve
diferencas significativas entre o grupo de individuos nao treinados e jogadores de
vblei de praia (Figura 2, artigo 2), porém acreditamos que se o tamanho da
amostra fosse maior, encontrariamos essa diferenca. Atletas apresentam menores
niveis de tocoferol, acido ascorbico e GSH e maiores marcadores de
lipoperoxidagdo que controles sedentarios (BALAKRISHNAN & ANURADHA,

1998, SHRODER et al., 2000).

Os niveis de danos oxidativos a proteinas forma significativamente maiores
nos 20 min de recuperagao do teste de Wingate nos individuos néo treinados que
no grupod e atletas profissionais (p=0,05, Figura 2, artigo 1). Enquanto no
exercicio aerdbio, houve um aumento significativo nos niveis de carbonilagédo logo
apdés o exercicio, quando comparados aos valores de repouso, assim como
quando comparados aos valores dos jogadores de volei de praia (p<0,05, Figura 3
B, artigo 2). Chevion et al., (2003), mostraram niveis de carbonilagdo maiores

antes de marchas de 50 e 80 km, em militares bem treinados.
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A capacidade aerébia é associada com altos valores de espécies reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS), no repouso, (KOSTKA et al., 1998) e com um
menor potencial antioxidante total (TRAP) (SHARPE et al., 1996). Entretanto
alguns estudos tém demonstrado que os niveis de antioxidantes plasmaticos nao
enzimaticos podem estar relacionados com aptiddo aerdbia, e encontraram
também uma relagdo negativa entre consumo maximo de oxigénio e niveis de
acido urico (ROBERTSON et al., 1991). Todos esses dados divergentes podem
ser explicados pelo fato do treinamento levar a um estresse oxidativo crénico, que
simultaneamente, induz um significativo aumento na atividade enzimatica
antioxidante. Esse aumento na atividade enzimatica antioxidante em resposta ao
treinamento ou potencial aerdbio (JENKIS et al., 1984) é interpretado por muitos
autores como uma adaptacdo positiva ao treinamento. Para o sistema nao
enzimatico, especialmente para as vitaminas antioxidantes, que ndo sao
sintetisadas pelo organismo, uma estratégia benéfica poderia ser um aumento nos
estoques de vitaminas (MEYDANI et al., 1993) se, o tempo de consumo desses
antioxidantes for aumentado significativamente ao longo do tempo (KANTER et al.,

1993; ROKITZKI et al., 1994).

Muitos estudos, conduzidos nas ultimas décadas, tém concluido que o
treinamento aerdbio reforga o potencial antioxidante e tem efeitos benéficos, como
por exemplo, um aumento na atividade enzimatica (LEEUWENBURGH et al.,
1994; MIYAZAKI et al, 2001) e diminuigdo nos niveis de lipoperdxidos (ALESSIO &
GOLDFARB, 1988) em um relativo curto periodo de treinamento (10-18 semanas).

Assim como mostrado por este estudo, onde os atletas apresentaram maior
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atividade da enzima catalase em relagao ao grupo de individuos nao treinados
(p=0,039, Figura 3, artigo 1). Mas estudos tém comparado atletas de alto nivel,
seguidos de um programa regular de treinamento (alguns anos) com controles
sedentarios em atividade fisica aguda num curto periodo de tempo (algumas

semanas), e os resultados parecem ser discordantes.

Rokitzki et al.,, (1994), ndao encontraram diferengas significativas na
atividade da enzima catalase, em eritrécitos, apdés uma prova de maratona. Assim
como Marzatico et al., (1997), estudaram 6 atletas velocistas, 6 maratonistas e 6
individuos saudaveis controles antes e apds uma prova de meia maratona e uma
sessdo de treinamento de 6 X 150 m, onde ndo observaram mudangas na

catalase apos o exercicio de velocidade (6 X 150 m).

Assim como os dois grupos submetidos ao exercicio aerdobio. Porém
quando comparamos a diferenga entre os tempos nos dois tipos de exercicios, no
grupo nao treinados, observou-se diferenca na atividade da CAT nos 20 minutos
apos, onde ela é significativamente maior no exercicio aerdbio que no anaerobio
(p<0,05). Mas quando comparamos OS grupos entre 0s exercicios né&o

observamos diferengas significativas.

Em esquiadores que realizaram treinamento de 4 dias em terra ao nivel do
mar, ou 5 dias na neve entre 2200 a 2900 m de altitude, a concentracao de acido
urico foi significantemente maior na terra quando comparado com o0 repouso ou

quando treinando na neve (SUBUDHI et al, 2001). Chevion et al., (2003),
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estudaram 31 homens jovens e saudaveis, durante marcha de 50 e 80 km, que
fazia parte de um programa de treinamento de 5 dias por semana, e observaram
um aumento de 25 % durante a corrida de 50 km e de 37 % na corrida de 80 km

na concentracio de acido urico.

No estudo de Groussard et al., (2003), demonstram, claramente, que o
exercicio de 30 segundos esta associado a mudangas no sistema antioxidante ndo
enzimatico, mostrando um aumento significativo na concentragdo de acido urico

apo6s 10 minutos até os 40 minutos de recuperacgao.

Em nosso trabalho, quando os individuos executaram o teste de Wingate,
observamos aumento significativo nos niveis de acido urico nos trés grupos
estudados (p<0,05) quando comparamos valores antes do exercicio com 0s
valores obtidos 20 min de recuperagdao, mas nao foram encontradas diferencas

entre os trés grupos (Figuras 4 e 4 A, dos artigos 1 e 2, respectivamente)

Ja no exercicio aerdbio, onde os sujeitos pedalaram 10% abaixo do 2°
limiar ventilatério por 1 hora, no grupo de individuos néo treinados foi observado
significativo decréscimo nos niveis de acido urico de antes do exercicio para o
depois do exercicio (p< 0,05) (Figura 4 B, artigo 2). No grupo de jogadores de vdlei

de praia, nao foi encontrada diferenca nesse exercicio.

Tem sido sugerido que atletas que realizam treinamento e competigdo

extenuantes podem ter dificuldades para manter os niveis tissulares das
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vitaminas, mesmo consumindo a recomendagao diaria (COLGAN, 1986). Muitos
estudos em humanos tém mostrado que a suplementacdo com vitaminas
antioxidantes tém efeito favoravel na protecido do processo de lipoperoxidagao

(ALESSIO & GOLDFARB, 1997).

No entanto, existem trabalhos na literatura que mostram efeitos benéficos
do treinamento. Margaritis et al. (1997), ndo observaram diferengcas nos
parametros de estresse oxidativo, apés uma prova de triatlon de longa duragéo,
assim como o estudo realizado por Subughi et al., (2001), que observaram uma

reducdo no estresse oxidativo apds o treinamento de verdo em esquiadores.

A concentracdo de compostos fendlicos no plasma foi significativamente
maior nos individuos nao treinados que nos atletas profissionais (Figura 6, artigo
1), o que sugere ser decorrente de uma nutricdo desbalanceada. Porém, quando
comparamos os individuso nao treinados aos jogadores de vélei de praia,
observamos que os jogadores demonstram niveis mais altos de compostos
fendlicos no exercicio anaerdbio e nos 20 min de recuperagdo do exercicio
aerobio (p<0,05, Figura 5, artigo 2 A e 2 B, respectivamente). Nao existe
publicacdo com este tipo de dados, mas, contudo sugerimos estes altos valores no
grupo dos jogadores e individuos néao treinados ao fato de que suas dietas foram
balanceadas, para que os mesmo obtivessem a quantidade de calorias de acordo

com os gastos caloricos gastos.
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6- CONCLUSOES

Tendo como base os dados obtidos em nosso estudo podemos concluir que:

Atletas de voleibol de quadra apresentam diferengas significativas na

poténcia muscular, média de poténcia durante os 30 segundos,

A atividade da enzima catalase foi significativamente maior nos atletas
profissionais de voleibol de quadra logo apods o teste de Wingate, quando
comprados ao grupo de individuos nao treinados. No exercicio aerdbio nado

houve diferenca.

O exercicio anaerobio altera o sistema antioxidante ndo enzimatico nos trés
grupos estudados, assim como o exercicio aerébio ha uma diminui¢ao

significativa apés o teste de 1 hora no grupo de individuos nao treinados,

Os atletas apresentam um decréscimo significativo na LPO imediatamente
apos e 20 minutos de recuperacgao do teste de Wingate, que é um exercicio
de 30 segundos de duragdo em maxima poténcia, e logo apds o exercicio

aerobio,

Nao houve diferengca significativa no potencial antioxidante total nao
enzimatico, avaliado pela técnica do TRAP, em nenhum dos grupos

pesquisados.
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Como conclusédo geral, este estudo mostra que atletas profissionais, assim
como jogadores de vélei de praia, apresentam danos a lipideos e a proteinas,
menores que os individuos nao treinados, sugerindo entdo que a pratica regular

de exercicio fisico induz adaptacdes antioxidantes.
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7- PERSPECTIVAS

Como perspectivas de continuidade deste trabalho, pretendemos ainda
fazer analises de:
e Determinacdo da atividade das enzimas superoxido desmutase e

glutationa peroxidase.

Ja para um préximo trabalho:
e Dosar a concentracdo de lactato sanguineo antes e apos os
exercicios e os treinamentos aerdbio, anaerdobio e de forca em

humanos e nos ratos.

e Trabalhar com modelo de treinamento e suplementagcdao de

vitaminas e substancias antioxidantes,

e Treinamento e substancias anabolizantes.
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que visa determinar a
correlagdo entre estresse oxidativo, consumo de oxigénio, limiares ventilatorios,
sistema antioxidante e exercicios aerébio e anaerdbio. Sua presenca sera
necessaria durante 4 ou 5 dias no Laboratério de Pesquisa do Exercicio (LAPEX)
da UFRGS, onde serao realizados os testes.

Serdo realizados, um teste de carga maxima aerdobia e um anaerobio
separado por duas semanas, e estes serdo em cicloergbmetro e, nos dias
subsequentes, a repeticdo de uma determinada carga desenvolvida no teste
aerobio inicial por um periodo de 60 minutos. Durante cada um dos testes sera
realizada coleta de gases em equipamento de avaliagdo cardiorrespiratéria para
determinacdo de consumo de oxigénio, produgao de CO,, quociente respiratorio e
limiares ventilatorios. Antes, e apos o segundo teste aerdbio e o teste anaerdbio
seréo feitas coletas de sangue para analise do estresse oxidativo e da capacidade
antioxidante.

Vocé sera acompanhado por uma equipe de pesquisadores experientes e
sempre com a presenga de um médico no laboratério, dessa forma, o risco de
complicagdo € minimo.

Vocé também nao devera ser portador de qualquer tipo de doenca, nem
estar fazendo uso de qualquer medicacao.

A participacdo neste estudo € absolutamente voluntaria, sem, portanto,
qualquer tipo de gratificagéo, tendo direito apenas aos seus resultados no final do

teste.
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Todas as informacgdes serao confidenciais, tendo acesso a elas somente os
profissionais envolvidos no estudo e o voluntario analisado.
Vocé é livre para realizar perguntas antes, durante ou apds o estudo,
estando livre para desistir do mesmo em qualquer momento, sem prejuizo algum.
DECLARACAO
Declaro estar ciente dos beneficios, riscos e consequéncias deste estudo.
Nao receberei qualquer pagamento por minha participagao, além do acesso aos

meus resultados. Aceito, dessa forma, participar desta investigagao.

Nome:

Endereco:

Telefone:

E-mail:

Porto Alegre, de de 2002
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ANEXO 2- APROVACAO DO COMITE DE ETICA
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Anexo 3- PAR-Q: QUESTIONARIO SOBRE PRONTIDAO PARA ATIVIDADE
FISICA
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PAR-Q: QUESTIONARIO SOBRE PRONTIDAO PARA ATIVIDADE FiSICA
Nome do participante: Data:

O PAR-Q ¢é designado para ajudar vocé a ajudar a si mesmo. Muitos
beneficios de saude estdo associados ao exercicio regular, e o preenchimento do
PAR-Q é um primeiro passo sensivel a ser dado se vocé esta planejando
aumentar a quantidade de atividade fisica em sua vida.

Para muitas pessoas, a atividade fisica ndo deve representar qualquer
problema ou risco. O PAR-Q tem sido designado para identificar o pequeno
namero de adultos para quem a atividade fisica pode ser impropria ou para
aqueles que devem receber orientacdo médica sobre o tipo de atividade mais
adequada para o seu caso.

O bom senso é o seu melhor guia para responder a estas perguntas. Leia-
as cuidadosamente e marque (V) no [ SIM ou 1 NAO ao lado da questao,

dependendo se ela e aplica a vocé.

SIM  NAO

B B 1. Seu médico alguma vez ja lhe disse que vocé tem problema
cardiaco?

n n 2. Vocé sente frequientemente dores no coragao ou no peito?

N N 3. Vocé muitas vezes se sente fraco ou tem fortes episodios de
tontura?

n n 4.  Algum médico ja lhe disse que sua pressao arterial estava muita
alta?

n n 5. Seu médico alguma vez ja lhe disse que vocé tem um problema
6sseo ou articular tal como artrite que tenha sido agravado por
exercicio ou possa piorar com exercicio?

[] [] 6. Ha uma boa razao fisica ndo mencionada aqui pela qual vocé nao
deva seguir um programa de atividade mesmo que quisesse?

[] [] 7. Vocé tem mais de 65 anos e nao esta acostumado com exercicio

vigoroso?
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ANEXO 4- RECORDATORIO ALIMENTAR DE 3 DIAS
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RECORDATORIO ALIMENTAR DE 3 DIAS
O objetivo deste recordatorio é conhecer os seus habitos alimentares. Para

que eles estejam o mais proximo possivel da sua realidade, é importante que vocé
anote TUDO o que comer e beber durante estes 3 dias. Isto quer dizer o que
comeres na hora das refeicbes e fora delas também (as conhecidas “beliscadas”).
Sempre que souber procure anotar as marcas dos fabricantes, indicar quando o
alimento for light ou diet. Procure anotar com detalhes as quantidades (em
medidas caseiras como colheres de sopa/cha, copo, caneca, etc.) e qualidades

(se comer fruta diga qual foi: banana, maga, etc.).



Nome:

Data de nascimento: / / . |dade: Profissao:

Endereco residencial:

Cidade: Telefone: Celular:

E-mail:

Habitos de vida:

1-

2

3

N
1

(@)]
T

|

7-

Fuma ou ja fumou? () Sim ( ) Nao. Ha quanto tempo?

Quantas horas dorme ao dia? Acorda cansado?

Habito intestinal?

Habito urinario?

Possui alguma doenca cronica (diabetes, HAS) diagnosticada?

Histérico familiar:

Pratica atividade fisica? (') Sim () Nao com qual frequéncia?

Em que horario?

9- Ja recebeu orientagéo sobre dieta? () Sim () Ndo De quem?

10- J& fez dieta “da moda”™? Qual (ais)?

11-

12- Usa ou ja usou suplementos alimentares? () Sim () Nao Qual (ais)?

Faz uso sistematico de algum medicamento?

153
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Informacdes adicionais:
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Anamnese alimentar:

1- O que vocé acha de sua alimentagao? Por qué?

N
1

Vocé segue algum horario para se alimentar?

w
1

Quantas refei¢gdes costuma fazer por dia?

4- Onde vocé costuma fazer suas refeicoes diarias?

5- Quem é o responsavel pela aquisicdo dos géneros alimenticios?

6- Quem é o responsavel pelo preparo das refei¢gdes?

7- Alimentos que nao gosta?

8- Vocé costuma frequentar restaurantes? Quais?

(0]
1

8- Qual quantidade de liquidos vocé costuma ingerir por dia?

|

Quais os liquidos que vocé costuma beber?
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Inquérito de frequéncia alimentar:

1-

8-

Como é o consumo de doces/biscoitos? ( ) Diario ( ) De 3-4 vezes na
semana ( ) Semanal ( ) Eventual ( ) Nao consome. Quais os
preferidos?

Como é o consumo de leite/queijo/margarina? ( ) Diario ( ) de 3-4 vezes na
semana ( ) Semanal ( ) Eventual ( ) Nao consome. Qual o tipo?

Como € o consumo de peixe? ( ) Diario ( ) De 3-4 vezes por semana ()
Semanal () Eventual () Nao consome. Quais os preferidos?

Como é o consumo de frutas? ( ) Diario ( ) De 3-4 vezes na semana ( )
Semanal () Eventual () Nao consome. Quais as preferidas?

Como é o consumo de vegetais? ( ) Diario ( ) 3-4 vezes na semana ( )
Semanal () Eventual () Nao consome. Quais os preferidos?

Como é o consumo de carne vermelha? ( ) Diario ( ) De 3-4 vezes na
semana ( ) Semanal ( ) Eventual ( ) Nao consome. Quais as
preferidas?

Como é o consumo de pizzas/hamburgueres/pastéis? ( ) Diarios ( ) 3-4
vezes na semana ( ) Semanal ( ) Eventual ( ) Nao consome. Quais os
preferidos?

Como é o consumo de salsichas/salames/presuntos/patés/enlatados? ( )

Diario () 3-4 vezes na semana ( ) Semanal ( ) Eventual ( ) Nao consome.

Quais os preferidos?
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9- Como é o consumo de alimentos e bebidas com cafeina? ( ) Diario ( ) 3-4
vezes na semana ( ) Semanal ( ) Eventual ( ) Nao consome. Quais 0s
preferidos?

10- Como é o consumo de sal em sua casa? ( ) Muito ( ) Normal ( ) ndo
consumo

10-Vocé costuma ingerir bebidas alcodlicas? ( ) Sim ( ) Ndo. Com que

freqUéncia? Quais?




Recordatorio alimentar — 3 dias:
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Refeicoes

Café da manha

Hora:

Lanche
Hora:

Almocgo
Hora:

Lanche
Hora:

Janta

Hora:

Ceia
Hora:

Beliscadas nos intervalos
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Informagdes importantes a ser colocadas no recordatorio:

Local das refeicdes,

» Se possivel medida caseira dos alimentos: 1 copo, 1 colher (sopa, servir,
cha....)...

= Horario,

» Tipo de alimentos (normal, diet, light...), leite desnatado, integral, semi-

desnatado,
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ANEXO 5- QUESTIONARIO DE ATIVIDADES FISICAS
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QUESTIONARIO DE ATIVIDADES FiSICAS

NOME

ATIVIDADE FiSICA SEMANAL

ATIVIDADE

DURACAO (min)

PERIODICIDADE (VEZES NA
SEMANA)
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ANEXO 6-VALORES PERCENTIS PARA POTENCIA AEROBIA MAXIMA
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VALORES PERCENTIS PARA POTENCIA AEROBIA MAXIMA

Idades

Percentil

Homens 20-29 30-39 40-49 50-59 60 +
90 51,4 50,4 48,2 41 42,5
80 48,2 46,8 44 1 38,5 38,1
70 46,8 44,6 41,8 36,7 35,3
60 442 42,4 39,9 35,2 33,6
50 42,5 41 38,1 35,8 31,8
40 41 38,9 36,7 33,8 30,2
30 39,5 37,4 35,1 32,3 28,7
20 37,1 35,4 33 30,2 26,5
10 34,5 32,5 30,9 28 23,1

Mulheres 20-29 30-39 40-49 50-59 60+
90 442 41 39,5 35,2 35,2
80 41 38,6 36,3 23,3 31,2
70 38,1 36,7 33,8 30,9 29,4
60 36,7 34,6 32,3 29,4 27,2
50 35,2 33,8 30,9 28,2 25,8
40 33,8 32,3 29,5 26,9 24,5
30 32,3 30,5 28,3 25,5 23,8
20 30,6 28,7 26,5 24,3 22,8
10 28,4 26,5 251 22,3 20,8

Dados fornecidos pelo Instituto de Pesquisa Aerdbica, Dallas, TX (1994), adaptados do ACSM's
Guidelines for Exercise Testing and Prescription, p. 77, 6 ed., 2000. O ranking da poténcia aerdbica
maxima (mI.kg'1.min1) pode ser interpretado da seguinte maneira: percentil 90: bem acima da
média; percentil 70;: acima da média; percentil 50: média; percentil 30: abaixo da média, percentil
10: bem abaixo da média.
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ANEXO 7-CONVERSAO DE PESO EM WATTS
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CONVERSAO DE PESO EM WATTS

Dispéndio de energia aproximado em MET durante a clcloergometria para os

membros inferiores

Rendimento de poténcia (kg.m/min e Watts)

Peso corporal 300 450 600 750 900 1.050 1.200 (kg.m/min)

Kg libras 50 75 100 125 150 175 200 (Watts)
50 110 51 66 82 97 11,3 128 14,3
60 132 46 59 71 84 97 11,0 12,3
70 154 42 53 64 75 86 9,7 10,8
80 176 39 49 59 68 78 8,8 9,7
90 198 37 46 54 63 71 8,0 8,9

100 220 3543 51 59 6,6 7,4 8,2
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