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RESUMO

Objetivo: O objetivo do estudo foi verificar os efeitos da oferta de vitamina C através de um suplemento ali-
mentar e dieta rica em acido ascérbico (AA) no estresse oxidativo induzido pelo exercicio. Métodos: A amostra foi
composta por 13 nadadores de elite (seis homens e sete mulheres) com idades entre 18 e 26 anos. Os mesmos
atletas foram submetidos a sessdo de exercicio agudo em trés fases, com diferentes tratamentos: controle (C),
dieta rica em AA (D) e suplemento de AA (S), nas quais amostras de sangue foram colhidas antes, imediatamente
apos e 24 horas depois do exercicio. Para comparacéo entre as fases e etapas foi utilizado o modelo de regressao
linear com efeitos mistos. Resultados: O consumo alimentar habitual de antioxidantes ndo foi diferente entre as
fases, apenas a ingestdo de AA foi maior na fase D e S em relacéo a fase C. O uso de dieta rica em AA favoreceu
uma menor peroxidacao lipidica, devido aos menores valores de hidroperéxidos lipidicos (FOX), diminuicdo da
peroxidacao apos exercicio, pela diminuicao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e aumento dos
niveis de vitamina C logo apés o exercicio. O uso de suplemento de AA também conteve a peroxidagao lipidica
apos exercicio e aumentou o poder antioxidante, devido aos maiores niveis de glutationa reduzida (GSH). Sem
adicdo de AA os nadadores tiveram um maior dano hepatico, pois apresentaram maiores niveis de transaminase-
-glutamico-oxalacética (TGO), menores niveis de antioxidantes (vitamina C e GSH) e aumento do 4cido urico.
Conclusdo: Assim, as mudancas observadas com a adicdo de AA a dieta de nadadores sugerem um importante
papel deste micronutriente na defesa contra o estresse oxidativo induzido pelo exercicio.

Palavras-chave: vitamina C, radical livre, suplementacéo.

ABSTRACT

Objective: The objective of the present study was to determine the effects of vitamin C offered through a dietary supplement
and an ascorbic acid (AA)-rich diet on exercise-induced oxidative stress. Methods: The sample consisted of 13 elite swimmers
(6 men and 7 women) aged 18 to 26 years. The same athletes were submitted to an acute exercise session in 3 phases, with
different treatments: control (C), AA-rich diet (D) and AA supplement (S), where blood samples were collected before, immedia-
tely after and 24 hours after exercise. A mixed effects linear regression model was used to compare phases and stages. Results:
The habitual consumption of antioxidants did not differ between phases, except that AA intake was higher during the Dand S
phases than during the C phase. The use of an AA-rich diet provided lower lipid peroxidation due to lower lipid hydroperoxide
(FOX) values, a reduction of peroxidation after exercise due to reduction of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), and
an increase in vitamin C levels after exercise. The use of an AA supplement also restricted lipid peroxidation after exercise and
increased the antioxidant power due to higher levels of reduced glutathione (GSH). Without the addition of AA, the swimmers
had greater hepatic damage as shown by higher levels of aspartate aminotransferase (AST), lower antioxidant levels (vitamin
Cand GSH) and increased uric acid. Conclusion: Thus, the changes observed after the addition of AA to the diet of swimmers
suggest an important role of this micronutrient in the defense against exercise-induced oxidative stress.

Keywords: vitamin C, free radicals, dietary supplementation.

RESUMEN

Objetivo: El objetivo del estudio fue verificar los efectos del ofrecimiento de vitamina C mediante un suplemento
alimenticio y una dieta rica en dcido ascérbico (AA) para el estrés oxidativo inducido por el ejercicio. Métodos: La
muestra se compuso de 13 nadadores de élite (seis hombres y siete mujeres) con edades entre 18y 26 anos. Los mismos
atletas fueron sometidos a sesion de ejercicio agudo en tres fases, con tratamientos diferentes: control (C), dieta rica
en AA (D) y suplemento de AA (S), en las cuales se recolectaron muestras de sangre antes, inmediatamente después,
y 24 horas posteriores al ejercicio. Para comparaciones, entre las fases y etapas, se utilizé el modelo de regresién
linear con efectos mixtos. Resultados: El consumo alimentario habitual de antioxidantes no fue diferentes entre las
fases, solamente la ingestion de AA fue mayor en las fases D y S, en relacion con la fase C. El uso de dieta rica en AA
favorecié una menor peroxidacion lipidica, debido a los valores menores de hidroperdxidos lipidicos (FOX), disminu-
cién de la peroxidacion después del ejercicio, por la reduccidn de sustancias reactivas al dcido tiobarbittrico (TBARS)
y aumento de los niveles de vitamina C inmediatamente después del ejercicio. El uso de suplemento de AA también
contuvo la peroxidacion lipidica después del ejercicio y aumentd el poder antioxidante, debido a los niveles mds altos
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de glutationa reducida (GSH). Sin adicién de AA, los nadadores tuvieron un mayor dafio hepdtico, pues presentaron
niveles mayores de transaminasa-glutdmica-oxalacética (TGO), menores niveles de antioxidantes (vitamina Cy GSH)
y aumento del dcido urico. Conclusidn: Asi, los cambios observados con la adicién de AA a la dieta de nadadores
sugieren un importante papel de este micronutriente en la defensa contra el estrés oxidativo inducido por el gjercicio.

Palabras clave: vitamina C, radical libre, suplementacion.

INTRODUCAO

A prética regular de exercicios fisicos associada a uma dieta balan-
ceada pode ser importante fator na promocao da saude'; entretanto,
exercicio vigoroso resulta em estresse oxidativo?. A frequente realizacdo
de exercicios fisicos de alta intensidade ou exaustivos pode aumentar
a suscetibilidade a lesdes, promover a fadiga cronica e overreaching,
parcialmente em razéo da elevada sintese de espécies reativas de oxi-
génio (EROs), as quais podem estar envolvidas em diversos processos
fisiopatolégicos como envelhecimento, cancer, doencas inflamatérias e
aterosclerose'?. Por outro lado, as EROs podem ter efeitos considerados
positivos para o sistema imune e tém fun¢des metabdlicas essenciais
para a homeostasia celular’.

A suplementacdo antioxidante pode ser utilizada nas situagdes em
que 0s mecanismos normais de defesa do corpo nédo séo suficientes
para lidar adequadamente com o aumento da producdo de EROs™#°.
Vdrios estudos que avaliaram o uso de suplementos antioxidantes
observaram atenuacao de alguns marcadores de estresse oxidativo
apos exercicio®”.

A necessidade de vitaminas e minerais antioxidantes para atletas
ainda é a mesma que para individuos saudéveis. Porém, se houver
uma maior utilizagdo de antioxidantes para conter o estresse oxidativo
gerado pelo exercicio, as necessidades nutricionais podem ser maiores®,
Alguns autores supdem que atletas possam apresentar as necessidades
relativas a determinados tipos de micronutrientes acima da Recommen-
ded Dietary Allowance® e, dessa maneira, a suplementagao antioxidante
seria apropriada'®',

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi comparar os efeitos
da oferta de vitamina C através de um suplemento alimentar e de uma
dieta rica em 4cido ascérbico (AA) nos biomarcadores do estresse oxi-
dativo induzido por exercicio fisico em nadadores de elite.

METODOS

Individuos

A amostra foi composta por 13 nadadores de alto rendimento,
seis homens e sete mulheres, com idades entre 18 e 26 anos (20,62
+ 2,29 anos). Nenhum individuo era tabagista e nenhum fez uso de
suplemento antioxidante nas duas semanas antes das coletas de san-
gue e durante as mesmas. Os atletas eram federados, competidores
ranqueados em campeonatos estaduais e nacionais. Para participagao
na pesquisa, os individuos assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas de Ribeirdo Preto.

Delineamento do estudo

A pesquisa consistiu na avaliacdo dos biomarcadores de estresse
oxidativo e antioxidantes em trés fases, com intervalo de dois meses
entre elas. A primeira denominada fase controle (C), na qual os para-
metros analisados reproduziram os valores basais dos individuos. Na
segunda fase, fase dieta (D), os individuos receberam uma dieta rica
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em AA por trés dias antes das mensuracoes, através do consumo de
um litro de suco de laranja por dia (425,65 mg/d de AA). E a terceira
fase, denominada fase suplemento (S), os atletas receberam 500 mg
de suplemento de AA trés dias antes das andlises.

Em cada fase foram feitas coletas de sangue em trés etapas:
antes do treino (AE), logo apds (LA) e 24 horas apds o exercicio
(24 h), como descrito no fluxograma (figura 1). Os participantes fizeram
registro alimentar de trés dias antes das coletas e do dia da coleta.
Compareceram ao laboratério em jejum de 12 horas para coleta de
sangue antes do exercicio; neste perfodo, foram autorizados a consumir
apenas dgua. Para a realizacdo das dosagens 24 horas ap6s o exercicio,
os individuos foram orientados a ndo praticar nenhum tipo de exercicio
fisico e fazer novamente jejum de 12 horas.

Registro  Registro Registro

alimentar alimentar alimentar Dia da coleta

24h depois

S de iej AE Sangue de
. angue de jejum (AE) jejum (24h)

Consumo habitual Exercicio agudo

Sangue logo apos
exercicio (LA)

Registro
alimentar

Figura 1. Fluxograma com as etapas da coleta dentro de cada fase do estudo. AE
antes do exercicio / LA - logo apds o exercicio / 24 h — 24 horas ap6s o exercicio.

Os atletas mantiveram sua rotina de treino durante o periodo.
Entretanto, sabendo que as intensidades sdo varidveis ao longo dos
periodos e para que fosse possivel padroniza-la nas diferentes fases, foi
combinado com o treinador que fizesse uma padronizacao do treino na
semana das coletas de sangue, permitindo a avaliagdo dos individuos
em situacao de estresse semelhante.

Avaliacdo do consumo alimentar

Para avaliar o consumo alimentar habitual dos participantes foi
utilizada a média dos trés dias de registro alimentar antes da coleta,
que inclufa um dia do final de semana. O Unico nutriente que nao
representa o consumo habitual é o AA, nas fases D e S, devido a adi-
cdo feita pelo estudo. Todos 0s registros alimentares foram analisados
pelo software DietPro 4.0 (Agromidia Software LTDA, Vicosa, MG, 2002).
Foram analisados os antioxidantes AA (vitamina C), vitamina E, selénio,
zinco e retinol. Tanto o consumo do suco de laranja como o uso de
suplementos alimentares foi adicionado as andlises. Foram utilizados
os valores propostos pelas Dietary Reference Intakes'? para avaliar a ade-
quacao da ingestdo de AA de acordo com os critérios descritos por
Cuppari e Schor'3,
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Avaliacdo bioquimica

Foram colhidos, aproximadamente, 4 ml de sangue por puncao ve-
nosa em tubo a vacuo estéril (Vacutainer - BD®), contendo ativador de
coagulagdo em cada uma das coletas de sangue. Logo apds as coletas,
as amostras de sangue foram centrifugadas a 3.500 rotagdes por minuto
(rpm) por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante (soro) foi
separado, transferido para um tubo de Eppendorf e armazenado a -30°C.

Quanto ao metabolismo, antioxidante e estresse oxidativo foram
dosados, biomarcadores de peroxidacéo lipidica, através da determi-
nacao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico-TBARS'* e de hi-
droperodxidos lipidicos pela oxidacdo do ferro em xilenol laranja (FOX)'",
glutationa reduzida (GSH)'®, vitamina C'7 e vitamina E'®. Foram utiliza-
dos kits comerciais Labtest Diagnodstica (Lagoa Santa, MG, Brasil) para
dosagem do écido Urico, da aspartato aminotransferase (AST) e da
creatina quinase (CK).

Analise estatistica

As varidveis sdo apresentadas como média + desvio padréo. Para
comparagao entre as fases e etapas foi utilizado o modelo de regres-
sdo linear com efeitos mistos, através do software SAS® 9.1, utilizando
a PROC MIXED. Para avaliar a forca de associacdo entre as varidveis do
estudo foi feito o coeficiente de correlagcdo de Spearman nas correla-
cOes por fase e etapas. O nivel de significancia estatistica foi definido
em p < 0,05 em todos 0s casos.

RESULTADOS

A maioria dos nadadores (n=12, 92,3%) referiram fazer uso de suple-
mentos alimentares e 25% deles (n=3) reportaram uso de suplementos
vitaminicos e minerais. O consumo alimentar habitual dos voluntarios
nao foi diferente entre as fases para os antioxidantes vitamina E, alfa-
-tocoferol, retinol, selénio e zinco. Ainda o consumo alimentar do dia
da coleta de sangue foi igual ao consumo habitual. Como esperado, a
ingestdo habitual de AA foi maior na fase D (242,4%) e S (343,27%) em
relagdo a fase C. Os valores de consumo habitual e do dia das coletas
estao apresentados na tabela 1.

A maioria dos individuos apresentou consumo adequado de AA.
Apenas dois individuos apresentaram consumo insuficiente na fase C
2. Porém, sem considerar a adicdo de AA a dieta, 61,5% dos individuos
(n=8) apresentariam consumo insuficiente, na fase D, se ndo tivessem
feito uso de um litro de suco de laranja; e 38,4% (n = 5), na fase S, se
nao tivessem feito uso de suplemento de AA. O uso adicional deste
antioxidante ndo resultou em consumo acima dos limites maximos
recomendados, que variam de 1.800 a 2.000 mg por dia para os atletas
do presente estudo.

Os biomarcadores de estresse oxidativo em resposta ao uso adi-
cional de AA e exercicio fisico estao apresentados nas figuras de 2, 3
e 4. Os resultados mostram que a adicdo de AA pela dieta e pelo uso
de suplemento aumenta significativamente a vitamina C plasmatica
(p < 0,05). Estes resultados demonstram a eficacia das duas diferentes
maneiras para consumir vitamina C e elevar a vitamina C plasmatica.
Além disso, niveis plasmaticos significativamente maiores (p < 0,05) de
GSH e 4cido Urico foram encontrados nas fases suplemento e controle,
respectivamente. A vitamina C oferecida tanto pela dieta como pelo uso
de suplemento diminuiu os niveis plasmaticos de AST comparando-se
ao controle. Contudo, nenhuma mudanca foi encontrada nos valores
plasmaticos de TBARS, hidroperdxido lipidico e CK ap6s as diferentes
formas de consumo de vitamina C.

O teste de correlacdo de Spearman revelou que quanto maior o con-
sumo de AA exdgeno, maiores os niveis de vitamina C sérica antes do
exercicio (r=0,62). O consumo de AA ainda apresenta correlacdo negativa
com os niveis de TGO séricos antes do exercicio (r = 0,61), logo apds
(r=0,74) e 24 horas depois (r = 0,75), e com os niveis de &cido Urico, antes
do exercicio (r = 0,87), logo apos (r = 0,70) e 24 horas depois (r = 0,71).
A vitamina C sérica apresentou correlacdo positiva com os niveis séricos
de vitamina E 24 horas apds o exercicio na fase S (r = 0,69).

DISCUSSAO

No presente estudo, o consumo adicional de AA, pela dieta ou
pelo suplemento, propiciou uma melhora do sistema antioxidante e
inibicdo de alguns biomarcadores de estresse oxidativo. O consumo
de antioxidantes exdgenos, através da alimentacdo, auxilia na capaci-
dade antioxidante do organismo e alteragdes do status antioxidante
podem ser relacionadas a um consumo alimentar inadequado e des-
balanceado. No presente estudo, o Unico antioxidante da dieta que
apresentou flutuagdo entre as fases — e por isso deve ser o responsavel
pelos resultados obtidos neste estudo - foi o AA (vitamina C). O uso
de maiores quantidades de AA exdgeno refletiu em uma maior con-
centracdo sérica deste antioxidante em relacdo a fase C. A maioria dos
estudos feitos com atletas, que utilizaram suplemento de AA, obteve
0s mesmos resultados'?. A resposta a suplementacéo pode ser de-
terminada pelo contetdo de vitamina C nos suplementos, 0 consumo
dietético e a concentragdao de AA no plasma antes da suplementacao.
Atletas com baixos niveis de AA circulantes tém uma melhor resposta
a suplementacéo?'.

Maiores quantidades de vitamina C sérica, no presente estudo,
foram capazes de suprimir a liberacdo do antioxidante acido Urico e
inibir o aumento da lesao hepatica e tecidual, medida pela AST, com
0 exercicio e mesmo em repouso. Concordando com os achados de

Tabela 1. Valores médios do consumo habitual e do dia da coleta de antioxidantes nas diferentes fases do estudo.

Fase controle (C) Fase dieta (D) Fase suplemento (S)
Nutrientes Referéncias
Consumo habitual Dia da coleta Consumo habitual Dia da coleta Consumo habitual Dia da coleta

Acido ascérbico (mg) # 1431 +£738% 1719+ 1504 490,0 £ 45,0 *° 1372 £1523* 6344 + 1184 *¢ 156,0 £ 17,6 ** 75-90 mg/d
Vitamina E (mg) 39+30 45+43 32+18 33+28 41+£23 34+25 15 mg/d’
Retinol (Eq) 6994 + 1959 512,3 £267,6 7595 £333.22 7885+ 579,5 807,8 £ 2205 8999 + 10754 900 Eq/d !
Selénio (mg) 84,7 + 62,0 613+352 703 +£342 70,3 £385 793 £236 66,9 + 30,1 55mg/d!
Zinco (mg) 86+35 81+36 106 £4,1 78+38 115+52 86+4,1 11 mg/d’

a-tocoferol (mg) 12+1, 111 14+£12 14+18 20+20 14+£12 2

(*) em numeros diferentes indica diferenca estatistica dentro da fase (p < 0,05); (a, b, ¢) letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as fases (p < 0,05); ' Padovani, et al. Dietary Reference Intakes: Aplicabilidade das tabelas em
estudos nutricionais, 2006. > Ndo possui valores de referéncia. # Acido ascorbico na segundo e terceira fases néo representam o consumo habitual, pois possuem a adicdo de vitamina C pelo estudo.
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Figura 2. Concentragdes plasmaticas médias dos antioxidantes vitamina C, vitamina E, glutationa (GSH) e dcido Urico nas diferentes fases: antes do exercicio, logo apés o exercicio
e 24 horas depois. (*) em nimeros diferentes indica diferenca estatistica dentro da fase (p < 0,05). (a, b) letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as fases (p < 0,05).
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Figura 3. Concentragbes plasmaticas médias dos marcadores de lesao hepética (aspar-
tato aminotransferase — AST) e lesdao muscular (creatina quinase — CK) nas diferentes
fases: antes do exercicio, logo apds o exercicio e 24 horas depois. (¥) em nimeros
diferentes indica diferenca dentro da fase (p < 0,05). (a, b) letras diferentes indicam
diferenca entre as fases (p < 0,05).

Tauler et al?® e Yanai e Marimoto?, em que o uso de suplemento de AA
conteve a elevagao de acido Urico em atletas participantes de compe-
ticdo de duatlon e atletas bem treinados, respectivamente.

Ao mesmo tempo, na fase C, quando os niveis de vitamina C sé-
rica eram menores, 0 aumento de acido Urico foi capaz de conter a
peroxidacao lipidica, ja que ndo houve aumento dos niveis de TBARS.
Sendo assim, 0 aumento de 4cido Urico parece depender dos niveis
plasméticos de AA antes do exercicio, ja que ambos sdo fortes de-
terminantes da capacidade antioxidante plasmatica. Como descrito
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Figura 4. Concentracbes plasméticas médias dos marcadores de peroxidacao lipidica
TBARS total, TBARS livre e FOX nas diferentes fases: antes do exercicio, logo apds o
exercicio e 24 horas depois. (¥) em numeros diferentes indica diferenca dentro da fase
(P < 0,05). (a, b) letras diferentes indicam diferenca entre as fases (p < 0,05).
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por Sevanian et al?®, o acido Urico pode substituir ou complementar
algumas das fungdes do AA em humanos, poupando-o. Estudo feito
com corredores?, competidores de meio ironman? e atletas de righbi®
mostraram aumento de acido Urico apds treino intenso e competicao,
sugerindo que este aumento possa estar compensando a deplecdo de
outros antioxidantes, por isso deve ser interpretado como um indicador
de efeito cumulativo de treino intenso e competicao.

Alguns estudos também concordam com os achados de relacao
inversa entre o consumo de antioxidante e o AST, marcador indireto de
estresse oxidativo. Em corredores que ndo fizeram uso de suplemento
antioxidante, houve aumento de AST ap6s corrida de 50 e 80 km?4. Da
mesma maneira, estudo feito com camundongos, sob treinamento de
natacdo e sem suplementacao antioxidante, mostrou que o processo
oxidativo gerado pelo exercicio ffsico contribui com eventos de lesao
celular, observados pelo aumento nos valores de CK e AST. Sendo
assim, a fase em que os individuos nado receberam adicdo de AA a
dieta apresentou maior nivel de estresse oxidativo, devido aos maiores
valores séricos de AST que as outras fases.

Diferente dos marcadores de estresse oxidativo discutidos acima, a
peroxidacao lipidica, analisada pelo TBARS total e livre, ndo foi diferente
entre as fases em funcdo do exercicio. Apesar disso, na fase C tanto o
TBARS total como o livre se comportou de maneira constante, enquanto
nas fases D e S houve diminuicdo dos niveis apds o exercicio, ou seja,
maiores niveis de vitamina C séricos nestas duas fases foram suficientes
para conter a peroxidacao. Enquanto FOX, outro marcador de peroxidacao
lipidica com agdo nos hidroperoxidos, foi menor com o uso de dieta rica
em AA, sugerindo que dieta rica em AA permite tirar vantagem em rela-
¢do ao uso de um suplemento de AA, pelo efeito aditivo e sinérgico dos
fenolicos que favorecem uma maior concentracdo de antioxidantes?®°,

Em relacdo aos niveis séricos de antioxidantes, apenas a vitamina
C apresentou variagdo com o exercicio, enquanto as concentracoes
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de vitamina E e GSH ndo modificaram em decorréncia do mesmo. A
reducao dos valores de AA algumas horas ap6s o exercicio pode sugerir
alteracbes na demanda antioxidante dos tecidos'®. Sendo assim, no
presente estudo, a redugdo nos niveis 24 horas apds o exercicio nas
fases D e S pode estar relacionada com o mecanismo homeostatico
que regula os niveis de AA no plasma. J4, na fase C, os niveis de AA
ndo variaram com o exercicio, o que pode ter sido consequéncia do
grande aumento de dcido Urico poupando o uso de vitamina C, como
descrito anteriormente.

As divergéncias entre os estudos sobre estresse oxidativo sao, pro-
vavelmente, devidas as diferencas metodolégicas, tipo, intensidade e
duracdo do exercicio®, nivel de aptidao dos sujeitos, alimentacao®,
idade e sexo®', escolha do biomarcador, tipo de amostra, quantidade
e duracéo do tratamento antioxidante?. Portanto, é recomendado que
futuras investigacoes empreguem protocolos de exercicio suficientes,
utilizem uma completa avaliacdo de biomarcadores de estresse oxi-
dativo e facam multiplas amostras apds o exercicio na tentativa de
oferecer achados validos e significativos®.

CONCLUSAO

O uso de dieta rica em AA e suplementacdo de AA favoreceram
uma menor peroxidacéo lipidica em nadadores de elite e diminuicdo
da peroxidacéo lipidica apds exercicio. Sem uso de nenhuma adicao
de AA houve um maior dano hepatico e tecidual, menores niveis de
antioxidantes (vitamina C e GSH) e o aumento de &cido Urico, que
aumenta quando ha grande quantidade de radicais livres presentes, e
que protegeu os atletas da peroxidagao lipidica quando eles possufam
menor poder de outros antioxidantes.

Todos os autores declararam nédo haver qualquer potencial conflito de
interesses referente a este artigo.
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