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Apresentação 

Já é bem estabelecida na literatura a importância do óxido nítrico (NO•) 

em diversos processos intra e extracelulares (Moncada & Higgs, 1993; Burnett, 

1995) estando essa molécula envolvida na regulação da pressão arterial, na 

formação da memória, na regulação de funções dos tratos respiratório, 

genitourinário e gastrointestinal, na imunidade não específica e na inflamação 

(Moncada & Higgs, 1993). Além disso, o NO• vem sendo associado ao 

desempenho físico, tendo sido demonstrado que elevados níveis basais de 

nitrito – precursor de óxido nítrico – estão associados a melhoria da capacidade 

física de atletas altamente treinados (Totzeck et. al., 2012).  

O NO• é um radical livre, cuja síntese resulta da oxidação de um dos dois 

nitrogênios guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina (Dusse et. 

al., 2003). Essa reação pode ser catalisada por três isoformas da enzima óxido 

nítrico sintase (NOS), a a NO-sintase neuronal (nNOS), a NO-sintase endotelial 

e a a NO-sintase indutível (iNOS) (Tengan et. al, 2012). O nitrato (NO3
-) 

circulante derivado tanto da produção endógena, a partir do óxido nítrico (NO•), 

quanto obtido de fontes dietéticas (vegetais de folhas verdes e beterraba, por 

exemplo) pode ser convertido in vivo a óxidos de nitrogênio bioativos como nitrito 

e este a óxido nítrico (Bescós et. al., 2011; Umbrello et. al., 2013). Tal 

conversão, de nitrito à óxido nítrico, é principalmente favorecida em situações de 

hipóxia. (Bailey et. al., 2009; Bescós et. al,2011; Bescós et. al., 2012).  

Além dos efeitos citados acima, a citotoxicidade também é geralmente 

atribuída ao NO• (Beckman & Koppenol, 1996).  A toxicidade dessa molécula 

está associada à sua reação com o ânion superóxido (O2
-) e a consequente 

produção de peroxinitrito (ONOO-), o qual é potente e tóxico oxidante (Beckman 

& Koppenol, 1996). O aumento dos agentes oxidantes pode causar “estresse 

oxidativo”, que é definido como um desbalanço entre as espécies oxidantes e 

antioxidantes em favor dos oxidantes, gerando perturbações na sinalização e no 

controle redox ,levando ao dano molecular (Powers et. al., 2011). 

Estudos recentes demonstram que a ingestão de nitrato inorgânico é 

capaz de reduzir o VO2 pico para a realização de exercícios máximos e 

submáximos, podendo aumentar o tempo até a exaustão nesse tipo de atividade 



2 
 

(Larsen et. al., 2007; Bailey et. a., 2009; Larsen et. al., 2010; Bescós et. al., 

2011; Larsen et. al., 2011). Entretanto, também há relatos na literatura de que a 

suplementação com nitrato não tem efeitos sobre o desempenho de pessoas 

treinadas na realização de testes físicos (Bescós et. al., 2012; Wilkerson et. al., 

2012). Dessa forma, não há um consenso na literatura quanto ao real efeito da 

suplementação de nitrato no exercício com o objetivo de melhora do 

desempenho. 

Assim, a partir do que foi apresentando acima, pode-se inferir que estudos 

utilizando a suplementação com nitrato inorgânico, no intuito de elucidar os 

efeitos da mesma sobre o desempenho durante o exercício físico e desbalanço 

redox se fazem relevantes. 

O presente estudo foi delineado no intuito de examinar o efeito da 

suplementação com nitrato de sódio no balanço redox, no consumo de oxigênio, 

na pressão arterial e no desempenho de homens jovens submetidos a um teste 

agudo máximo em cicloergômetro.  

  A apresentação da dissertação foi dividida em capítulos, conforme as 

normas do Instituto de Genética e Bioquímica e, a formatação seguiu as normas 

da Associação Brasileira de Normas Técnicas, a ABNT. No capítulo 1, é 

apresentada uma revisão bibliográfica do assunto, incluindo tópicos referentes à 

produção endógena de óxido nítrico, fontes alternativas do mesmo, efeitos da 

suplementação para o exercício físico e também no balanço redox. No capítulo 

2, mostramos a metodologia utilizada, os resultados obtidos e a discussão sob a 

forma de um artigo, que será submetido a uma revista científica indexada. 
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Óxido nítrico: função  

O óxido nítrico é uma molécula gasosa, de sinalização, que contribui para 

a regulação de uma variedade de processos dos sistemas cardiovascular, 

nervoso e imune (Totzeck et al., 2012). Segundo Moncada & Higgs (1993), a 

síntese do óxido nítrico pelo endotélio vascular, é responsável pelo tônus 

vasodilatador, o qual é essencial para a regulação da pressão arterial. De acordo 

com esses autores, no sistema nervoso central, o NO• atua como um 

neurotransmissor que regula várias funções incluindo a formação da memória. 

Já na periferia atua na mediação de algumas formas de vasodilatação 

neurogênica e também na regulação de funções gastrointestinais, respiratórias e 

do trato genitourinário, através de nervos noradrenérgicos e não colinérgicos, 

dependentes de NO•. O óxido nítrico também contribui para a inibição da 

agregação e da adesão plaquetária, está envolvido na interação dos leucócitos 

com as paredes dos vasos, por inibir a ativação leucocitária e participa do 

controle homeostático vascular (Moncada & Higgs, 1993). 

Além disso, essa molécula exerce um papel crucial na morte celular, por 

possuir a habilidade tanto de induzir quanto de proteger contra a apoptose, 

dependendo de seus níveis e da situação na qual a célula se encontra 

(Carnovale & Ronco, 2012). O NO• pode ainda combinar-se com o ânion 

superóxido (O2-) para formar o peroxinitrito (ONOO-), o qual compartilha algumas 

propriedades com o NO•, como a sua capacidade de difundir-se livremente por 

meio de vias intra e intercelulares, podendo atuar também como um potente 

oxidante (Carnovale & Ronco, 2012). 

Por ser uma molécula pequena e lipofílica, o NO• difunde-se rapidamente 

através das membranas das células endotelias para a camada de músculo liso 

vascular subjacente causando relaxamento. Seu principal mecanismo de ação é 

mediado pela nitrosilação do ferro hêmico na guanilato ciclase, levando a um 

aumento na síntese de monofosfato cíclico de guanosina (cGMP) (Umbrello et. 

al. 2013).  Segundo Youg & Leighton (1998), a ativação da proteína quinase 

dependente de cGMP (PKG) é um dos mecanismos de ação do cGMP. Este, por 

sua vez, ativa proteínas quinases que modulam as atividades quinase e 

fosfatase da miosina de cadeia leve, resultando em menor fosforilação da 

miosina e, eventualmente vasorelaxamento (Umbrello et. al, 2013). 
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De acordo com Umbrello et. al. (2013), o NO• pode também causar 

vasodilatação devido á abertura de canais de potássio, sensíveis à cálcio (Ca2+) 

e ATP,  mediada por cGMP. Com a abertura desses canais iônicos, o efluxo de 

potássio hiperpolariza a membrana plasmática reduzindo o tônus vascular. O 

NO• também ativa esses canais de potássio sensíveis á Ca2+ e ATP de forma 

independente de cGMP, por S-nitrosilação (Umbrello et. al., 2013). Além disso, o 

NO• pode contribuir para a regulação dos níveis intracelulares de Ca2+, tanto por 

inibição do influxo de Ca2+ por canais de cálcio tipo L, dependente de cGMP, ou 

devido ao aumento da remoção de Ca2+ do citoplasma. Esses efeitos podem ser 

importantes, uma vez que as isoformas constitutivas da óxido nítrico sintase 

(enzima responsável pela produção de NO•) são reguladas por cálcio e 

calmodulina. Um aumento no conteúdo intracelular de Ca2+ ativa a calmodulina, 

levando á síntese de NO• (Umbrello et. al., 2013). 

O NO• também está relacionado à inibição da respiração mitocondrial, por 

inibir competitivamente e reversivelmente a citocromo c oxidase (último 

complexo protéico da cadeia de transporte de elétrons, o qual recebe um elétron 

de cada uma das moléculas de citocromo c e transfere-os para uma molécula de 

O2, convertendo assim o O2 molecular em duas moléculas de H2O). Enquanto a 

inibição da respiração, particularmente quando o suprimento de O2 está elevado, 

pode ser prejudicial, esta pode servir também como um mecanismo para 

conservar o O2 presente e prolongar os gradientes de O2 na célula em estados 

de hipóxia (Kamga et. al., 2012). Além disso, o NO• pode otimizar indiretamente 

a fosforilação oxidativa, pela inibição parcial da citocromo c oxidase. Essa 

inibição reduz o vazamento de prótons, mantendo a produção de ATP em um 

grau mais elevado do que o consumo de O2, aumentando assim, a taxa de ATP 

produzido por O2 consumido (razão P/O) (Larsen et. al., 2012).  

A ligação do NO• à citocromo c oxidase também pode provocar eventos 

de sinalização intracelular, incluindo o desvio de O2 para substratos não 

respiratórios e a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) com 

potenciais efeitos deletérios.  Esses eventos estimulados pelo NO• agem como 

gatilhos pelos quais a mitocôndria modula as cascatas de transdução de sinais 

na indução de mecanismos de defesa celular e respostas adaptativas (Larsen, 

et. al., 2012). 
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Produção enzimática de óxido nítrico 

 

O NO• é produzido enzimaticamente através de três isoformas da NO 

sintase, a NO sintase neuronal (nNOS ou tipo I), , a NO sintase indutível (iNOS 

ou tipo II), e a NO sintase endotelial (eNOS ou tipo III) (Tengan et. al., 2012). De 

acordo com Carnovale & Ronco (2012), a nNOS e a iNOS são principalmente 

citosólicas, sendo a iNOS encontrada também nos peroxissomos dos 

hepatócitos; por outro lado a eNOS tem sido identificada na membrana 

plasmática, no retículo endoplasmático rugoso e também no núcleo de 

hepatócitos de ratos, sendo reconhecida como uma proteína de membrana. 

Essas enzimas catalisam a formação de NO• a partir de L-arginina e oxigênio 

(O2), com L-citrulina sendo gerada como produto. São necessários quatro 

cofatores para a síntese de NO•, sendo estes s tetrahidrobiopterina (BH4), a 

flavina adenina dinucleotídeo (FAD), a flavina mononucleotídeo (FMN) e a 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) (Boveris et. al., 2000). É 

válido ressaltar que a atividade das três isoformas de NOS é variavelmente 

dependente da quantidade de O2 (Ho et. al., 2012). 

Tanto a eNOS quanto a a nNOS são constitutivamente expressas, 

exibindo um perfil de ativação Ca2+/calmodulina dependente, contribuindo para o 

rápido aumento de NO• em reposta á interações de hormônios e seus 

receptores. Em contraste, a expressão da iNOS está intimamente relacionada a 

processos pró-inflamatórios e infecciosos, não tendo seus efeitos regulados por 

Ca2+ e apresentando liberação de NO• por longos períodos de tempo e em altas 

concentrações (Stefano & Kream, 2011; Carnovale & Ronco, 2012).  

Segundo Umbrello et. al. (2013), em indivíduos saudáveis, a eNOS é 

responsável pela maioria das ações hemodinâmicas, contribuindo para a 

regulação do fluxo sanguíneo nos diferentes leitos vasculares de acordo com a 

variação das necessidades metabólicas. O NO• produzido a partir da iNOS é 

tradicionalmente considerado o principal responsável pela hiporeatividade e 

hipotensão vasculares observadas em estados inflamatórios. Em relação a 

nNOS, dados recentes sugerem um importante papel do NO• produzido por essa 

isoforma na regulação do tônus microvascular, enquanto o NO• gerado pela 
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eNOS regula as alterações do tônus em resposta a agonistas ou ao estresse por 

cisalhamento. Isso sugere uma potencial regulação independente do fluxo 

sanguíneo basal e estimulado (Umbrello et. al., 2013). 

 

Produção não-enzimática de óxido nítrico 

 

Em condições de hipóxia fisiológica, a produção de NO• pelas NOS 

pode estar prejudicada devido a falta de O2. Nessas situações, o nitrito (NO2
-), 

considerado anteriormente somente um metabólito do metabolismo do NO•, é 

considerado uma fonte alternativa de NO• bioativo. Elevações substanciais na 

quantidade de nitrito plasmática podem ocorrer por meio da ingestão de nitrato 

(NO3
-) pela dieta.  

Segundo Bailey et. al. (2009), o ânion NO3
- é relativamente inerte e 

seus efeitos biológicos são provavelmente conferidos á sua conversão à NO2
-. O 

nitrato advindo da alimentação é rapidamente absorvido no trato gastrointestinal 

superior e sua bioviabilidade é de quase 100%. A maior parte do nitrato 

inorgânico absorvido é excretada na urina, sendo apenas 25% do nitrato 

plasmático ativamente captado pelas glândulas salivares e liberado na saliva. Na 

boca, bactérias anaeróbias facultativas, presentes na superfície da língua, 

reduzem nitrato à nitrito, por utilizar o nitrato como um aceptor final de elétrons 

alternativo, durante o processo de respiração para produzir ATP. O nitrito salivar 

pode ser convertido á NO• no estômago, devido ao ambiente ácido, onde o nitrito 

é protonado para formar ácido nitroso, o qual é então decomposto, formando 

NO• e outros óxidos de nitrogênio (Castiglione et. al., 2012). Uma parte do nitrito 

é absorvida de maneira intacta, aumentando a circulação plasmática desse 

ânion (Bescós et. al., 2011). A maior parte do nitrito salivar “escapa” da 

conversão a NO• no estômago e se difunde na circulação sistêmica; o NO2
- é 

transportado da circulação arterial para os vasos de resistência, onde a baixa 

pressão de O2 favorece sua redução a NO•, causando vasodilatação e reduzindo 

a pressão arterial (Castiglione et. al. 2012).  
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Figura 1- Ciclo nitrato/nitrito/ NO•
 – (1) o nitrato absorvido da alimentação e, na cavidade oral é 

reduzido a nitrito por ação de bactérias. (2) no ambiente ácido gástrico ocorre a redução não 

enzimática do nitrito a NO•
 e (3) parte do nitrato e o nitrito que não foi convertido a NO• são 

absorvidos pelo intestino e, então, (4) o nitrato é excretado pelos rins. (5) o nitrato e o nitrito 

presentes na corrente sanguínea originados a partir da produção sistêmica de NO• . (6) 

Captação ativa do nitrato a partir da corrente sanguínea para as glândulas salivares e reinício do 

ciclo. Adaptada de: Lundberg et al. NatureRevDrugsDisc. 7:156 (2008) 

 

O NO2
- pode ser reduzido a NO• bioativo por meio da sua reação com uma 

série de proteínas desoxigenadas contendo grupamentos heme, inclusive na 

mitocôndria (Kamga et. al., 2012, Larsen et.al., 2012).  De acordo com Patel et. 

al. (2011), de maneira geral, o nitrito é reduzido a NO• por regulação da 

saturação fracionária da hemoglobina (Hb), sofrendo, portanto, uma regulação 

alostérica por mecanismos que controlam a afinidade da Hb pelo O2. Isso 

permite estabelecer uma relação direta entre a demanda de O2 e as alterações 

no fluxo sanguíneo. Segundo esses autores, muitas outras proteínas também 

têm demonstrado capacidade de reduzir o nitrito a NO• em baixas pressões de 

O2 no tecido vascular, mas não há ainda uma relação clara entre essas 
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atividades e a saturação fracionária da Hb. Nas células vermelhas as enzimas 

capazes de realizar esse processo incluem a anidrase carbônica e a xantina 

oxidoredutase. A hipótese é de que em baixas pressões de O2 e em pH 

reduzido, essas e outras vias de redução de nitrito não dependentes de Hb 

tornam-se mais proeminentes, hipótese esta, que ainda precisa ser testada. 

Outro mecanismo de estímulo que tem sido proposto para a sinalização do NO•, 

dependente da saturação fracionária da Hb envolve a S-nitrosohemoglobina 

(hemoglobina ligada ao óxido nítrico) ou a liberação de ATP (a partir da enzima 

citocromo C oxidase). Esses compostos também têm sido sugeridos como 

possíveis responsáveis pela resposta vasodilatadora atribuída ao nitrito (Patel, 

et. al., 2011). 

As células vermelhas, devido a reações que envolvem a Hb presente no 

eritrócito tanto consomem quanto produzem NO• (via reação com o nitrito). O 

consumo de NO• é menos eficiente em baixas pressões de O2 devido ao fato de 

que o NO• reage com a oxi-Hb mais lentamente do que com a desoxi-Hb. A 

produção de NO• é substancialmente elevada em baixas pressões de O2, devido 

à reação do nitrito com a desoxi-Hb. O efeito final é que relativamente mais NO• 

é produzido do que consumido nas células vermelhas, uma vez que estas, 

desoxigenadas, permitem gradientes de O2 relevantes (Patel et. al., 2011). 

 

Óxido nítrico e exercício 

O VO2 representa a capacidade de cada indivíduo em captar, transportar 

e utilizar O2 para produção de energia, sendo sua mensuração a principal 

ferramenta utilizada para avaliar a aptidão cardiorrespiratória. Os valores 

máximos alcançados em testes físicos são utilizados como parâmetros para 

classificar a população entre sedentários, fisicamente ativos e atletas, onde 

pessoas melhor condicionadas apresentam maiores valores de VO2 ao final do 

teste. O maior valor de VO2 atingido durante um teste de esforço máximo pode 

ser denominado VO2 pico ou VO2 máximo. A diferença entre eles é somente o 

aparecimento de um platô, fase na qual mesmo que haja aumento na 

intensidade do exercício o valor do VO2 não se altera. Nesse caso, o indivíduo 

atingiu o VO2 máximo e os aumentos subsequentes na intensidade do exercício 

são financiados pelo metabolismo anaeróbio. Geralmente, atletas atingem VO2 
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máximo, enquanto o restante da população, quando submetida a um teste para 

avaliação cardiorrespiratória apresenta o VO2 pico, que aumenta até o fim do 

teste em consequência do aumento da intensidade do esforço, não 

apresentando platô.  

Estudos recentes têm demonstrado que a ingestão de nitrato inorgânico 

(seja em forma de suco de beterraba ou de nitrato de sódio) é capaz de reduzir o 

VO2 pico para a realização de exercícios máximos e submáximos, podendo 

aumentar o tempo até a exaustão em exercícios de alta intensidade. A redução 

do VO2 pico está relacionada ao conceito de economia de movimento, o qual 

coloca que para uma mesma atividade, o indivíduo com menor VO2 pico é mais 

eficiente, uma vez que utiliza menos substrato para desenvolver o mesmo 

trabalho. 

Larsen et. al. (2007) testaram o efeito da administração com nitrato 

inorgânico sobre parâmetros metabólicos e circulatórios durante a realização de 

uma sessão aguda de exercício físico. Nove voluntários participaram do estudo, 

sendo homens, bem treinados com idade de 28±6 anos. Durante dois períodos 

de três dias, separados por 10 dias, os voluntários foram suplementados com 

nitrato de sódio a 0.1mmol/kg de peso corporal/por dia dissolvido em 250 ml de 

água ou placebo (cloreto de sódio na mesma concentração do nitrato de sódio) e 

instruídos a evitar todos os alimentos com conteúdo de nitrato considerado entre 

alto e moderado (carnes vermelhas, beterraba, morango, uva, chá, espinafre), 

além de produtos contendo tabaco e bebidas alcóolicas. A dosagem diária de 

nitrato correspondeu á quantidade normalmente encontrada em porções de 150g 

– 250g de vegetais ricos em nitrato como beterraba, alface e espinafre. Para 

verificar o efeito da suplementação com nitrato no desempenho físico, foi 

realizado um teste submáximo de carga incremental em cicloergômetro com 

cinco estágios (intensidades de 45, 60, 70 80 e 85% do VO2 pico, previamente 

calculado um teste anterior), durando cinco minutos cada estágio, sem descanso 

entre os estágios, e após 8 minutos de repouso um teste com carga constante 

na intensidade do VO2 máximo até a exaustão. Como resultado, esses autores 

encontraram que a suplementação com nitrato de sódio resulta em menor custo 

de O2 durante a realização de exercício submáximo realizado em cicloergômetro, 

sem aumento na concentração de lactato e nos parâmetros cardiorrespiratórios 
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avaliados (ventilação, produção de dióxido de carbono, frequência cardíaca e 

taxa de troca respiratória), o que sugere uma produção de energia mais 

eficiente.  

Em um segundo estudo realizado pelo mesmo grupo (Larsen et.al., 2009), 

com desenho experimental semelhante (nove voluntários homens, não fumantes 

com idade de 30±2.3 anos), verificou-se que redução do VO2 pico em exercício 

de alta intensidade realizado após suplementação com nitrato de sódio durante 

dois dias (0.1mmol/kg de peso corporal/dia). Apesar da redução no VO2 pico o 

tempo até a exaustão durante a realização do exercício incremental em 

cicloergômetro não foi reduzido, comparado ao grupo placebo. 

Outros autores propuseram um estudo para verificar se a suplementação 

com nitrato inorgânico na forma de suco de beterraba poderia reduzir o custo de 

O2 para a realização de exercício submáximo e aumentar o tempo até a 

exaustão em exercício de alta intensidade em homens saudáveis. Participaram 

do estudo oito participantes homens, fisicamente ativos, com idade de 26±7 

anos, não fumantes e que não utilizavam nenhum tipo de suplemento alimentar. 

Após a realização de um teste para a determinação do VO2 pico os voluntários 

foram randomicamente divididos em grupo placebo e experimental, realizando 

por seis dias suplementação com nitrato (5.5 mmol/dia administrado sob a forma 

0.5 litros de suco de beterraba/dia) ou placebo (suco de groselha preta não 

contendo nitrato). Os sujeitos foram orientados a se absterem de alimentos ricos 

em nitrato durante todo o período do estudo. Nos três últimos dias de 

suplementação os voluntários realizaram sessões de exercícios de moderada e 

alta intensidades em cicloergômetro. Verificou-se que durante a realização de 

exercício de intensidade moderada após a suplementação com nitrato, a 

extração fracional de O2 pelos músculos (analisada por um sistema de 

espectroscopia infravermelha) foi reduzida, assim como a captação pulmonar de 

O2 após a realização desse tipo de exercício. Durante a realização de exercício 

intenso o componente lento do VO2 foi reduzido e o tempo até a exaustão foi 

aumentado, devido á suplementação com nitrato (Bailey et. al, 2009). 

Um estudo propôs verificar o efeito de uma única dose de nitrato de sódio 

ingerida antes do início de uma sessão aguda exercício no tempo de exaustão 

de 11 atletas de endurance (homens, ciclistas e triatletas com idade de 34.3±4.8 
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anos) em exercício de alta intensidade. Três horas após suplementação com 

uma dose de nitrato de sódio de 10mg.kg-1 de peso corporal ou a mesma 

quantidade de placebo (cloreto de sódio), os voluntários completaram um teste 

intermitente em cicloergômetro em intensidades submáximas (entre 2 e 3.5 W/kg 

de peso corporal) e outro teste de carga incremental até a exaustão voluntária. 

Os autores verificaram que a suplementação com uma única dose de nitrato de 

sódio aumentou os níveis plasmáticos de nitrito na mesma proporção quando 

comparada com a suplementação realizada por dois dias. Além disso, os 

resultados encontrados após a realização dos exercícios demonstraram, ao 

contrário de outros estudos que o VO2 em intensidades de exercício de baixa a 

moderada não é otimizado pela suplementação; entretanto, em intensidades 

máximas o VO2 pico foi significativamente reduzido, sem alterar o tempo até a 

exaustão (Bescós et.al., 2011). 

 Os mecanismos pelos quais a suplementação com nitrato reduz o custo 

de O2 para a realização de exercício físico ainda não estão totalmente 

elucidados, mas acredita-se que pode ser devido a melhoria na eficiência 

mitocondrial. Foi demonstrado que a suplementação com nitrato de sódio por 

três dias (0.3 mmol/kg de peso corporal/dia) aumenta a eficiência fosforilativa 

mitocondrial de humanos, avaliada pela razão P/O (O2 consumido por ATP 

produzido), a qual correlacionou-se com a redução no custo de VO2 pico durante 

a realização de exercício em cicloergômetro. Além disso, a ingestão de nitrato 

inorgânico reduziu a expressão da translocase ADP/ATP, uma proteína 

envolvida na condutância de prótons, a qual é responsável por desfazer o 

gradiente de prótons, aumentando a dissipação de energia e reduzindo a 

produção de ATP e consequentemente a eficiência mitocondrial (Larsen et. al., 

2011). 

 Outro estudo, utilizando exercício para a extensão do joelho e por 

espectroscopia por ressonância magnética para acessar as alterações 

metabólicas musculares encontrou que a redução nos níveis de fosfocreatina foi 

atenuada e o turnover de ATP foi menor, após a suplementação com nitrato, 

quando comparados ao grupo placebo. Esses resultados indicam que o nitrato 

também tem efeitos fora da mitocôndria, possivelmente nos filamentos contráteis 

de actina e miosina ou estruturas ligantes ao cálcio (Bailey et. al., 2010). 
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 Como se pode observar os resultados acerca dos estudos envolvendo 

suplementação com nitrato inorgânico e exercício apresentam controvérsias. 

Uma das razões que podem explicar os diferentes resultados encontrados são 

as distintas metodologias aplicadas nos estudos como, por exemplo, a duração 

do período de suplementação, os diferentes protocolos de exercício utilizados e 

o estado de treinamento dos indivíduos, o que torna difícil a comparação de 

resultados. 

 

Óxido nítrico e estresse oxidativo 

Por ser um agente redutor fraco, o NO• pode agir com o ânion superóxido 

(O2
-.
), um radical livre com capacidade oxidante, produzindo peroxinitrito 

(ONOO
-
), reação essa que ocorre rapidamente (reação 1), cerca de três vezes 

mais rápido do que a dismutação do O2
-.
 para produzir peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e ainda mais rápido do que a reação do NO• com proteínas que contem 

grupo heme. Assim essa é a primeira reação que ocorre quando ambos estão 

presentes. 

O2
- . + NO•   ONOO

-  (Reação 1) 

 

Segundo Powers & Jackson (2008), o peroxinitrito (ONOO-) ou sua forma 

protonada (ONOOH) é um potente agente oxidante capaz de levar á depleção 

de grupos tiol, danos no DNA e nitração de proteínas. Um efeito adicional da 

formação de ONOO- é a redução da biodisponibilidade do superóxido e do NO•.  

O aumento da formação de agentes pró-oxidante pode causar um 

desbalanço entre as espécies oxidantes e antioxidantes, em favor das moléculas 

oxidantes, levando a perturbações na sinalização do controle redox e dano 

molecular (Powers et. al., 2011). Os danos oxidativos incluem danos no DNA, 

alteração na estrutura de lipídeos e proteínas, levando a sua inativação, dentre 

outros.  Já é bem descrito na literatura que o exercício agudo, aumenta a 

produção de espécies pró-oxidantes, o que pode levar ao desbalanço redox 

(Bloomer & Goldfarb, 2004; Bloomer et. al., 2005; Fisher-Wellman & Blooman, 

2009). Entretanto, sabe-se que o exercício regular leva ao aumento da atividade 

antioxidante, estimulado pelo aumento dos radicais livres (Nojima et. al., 2008; 

Schaun et. al., 2011; Syu et. al., 2011). Assim, certo nível de radicais livres é 
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importante para a adaptação do organismo ao exercício físico, o que estimula o 

aumento defesas antioxidantes, mas um nível exacerbando dessas moléculas 

gera desbalanço redox, o que pode levar ao dano oxidativo de biomoléculas e 

causar efeitos deletérios sistêmicos. 

A relação entre a ingestão de nitrato inorgânico e o dano oxidativo ainda 

não é bem estabelecida. Poucos estudos abordam essa temática e por essa 

razão, fazer inferências sobre o real efeito da suplementação com nitrato de 

sódio no balanço redox ainda não é possível.  

Carlström et. al (2010), testaram se a suplementação crônica com nitrato 

de sódio (oito semanas), em duas concentrações diferentes (0.1 ou 1 mmol de 

nitrato/kg de peso corporal/dia) desempenhava efeitos terapêuticos em ratos 

com doença cardiovascular e renal. No que se refere ao dano oxidativo, 

mensurado a partir das dosagens de malondialdeído (MDA) plasmáico e de VI 

F2-isoprostanos (iPF2α-VI) e 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG), ambos  na 

urina, verificou-se redução no estresse oxidativo tanto em baixas quanto em 

altas concentrações de nitrato, o que sugere um papel protetor do NO• gerado a 

partir da ingestão de nitrato inorgânico, nos danos oxidativos causados nessas 

doenças. Os possíveis efeitos do NO• na redução do estresse oxidativo podem 

estar relacionados, à eliminação do O2
-. 

pelo NO• derivado do nitrato e também à 

inibição da produção de EROs a partir dos sistema mitocondrial, da xantina 

oxidase, da NADPH oxidase e do citocromo 450 pela produção de óxidos de 

nitrogênio a partir do nitrato.  

Em relação à redução da produção mitocondrial de EROs, essa pode ser 

devida à nitrosilação e consequente inibição do complexo I da cadeia de 

transporte de elétrons, demonstrado por Shiva et. al. (2007) em um modelo de 

isquemia e reperfusão, situação que acontece, por exemplo, na realização de 

exercício resistido, assim como em algumas doenças, aumentando a produção 

de EROs. Esses autores demonstraram que o nitrito, em concentrações 

nanomolares, atenua a transferência de elétrons e reduz efetivamente a geração 

de EROs durante a reperfusão, por modificação e inibição do complexo I por 

nitrosilação pós-translacional, amenizando a inativação oxidativa dos complexos 

II e IV e da aconitase, impedindo assim a permeabilidade mitocondrial por 

abertura do poro de transição e a liberação do citocromo c. Essa inibição parece 
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ocorrer somente em situações de hipóxia ou de estresse redox, não 

acontecendo em situações de homeostase, nas quais a inibição do complexo I 

resultam em aumento na produção de EROs (Shiva et. al., 2007). 

Já é descrito na literatura, que o exercício físico agudo, tanto aeróbio 

quanto anaeróbio, promove alterações no estado redox do organismo, devido ao 

aumento na produção de radicais livres (Bloomer & Goldfarb, 2004; Bloomer et. 

al., 2005; Fisher-Wellman & Blooman, 2009; Berzosa et. al., 2011). Entretanto, 

não há relatos a respeito do efeito da suplementação com nitrato no estado 

redox do organismo, durante a realização de exercício agudo. Essa avaliação se 

faz importante uma vez que a suplementação com nitrato inorgânico vem sendo 

utilizada buscando melhoria no desempenho de atletas e pessoas fisicamente 

ativas.  
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Capítulo 2 
Efeitos da suplementação aguda com nitrato de 
sódio no balanço redox, na pressão arterial, no 

VO2 pico e no desempenho de homens 
fisicamente ativos durante exercício máximo 

 (Submetido e formatado segundo as normas da revista Eupean Journal of Applied Physiology) 
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Resumo 

A suplementação de nitrato inorgânico apresenta inúmeros efeitos na 

saúde e respostas fisiológicas ao exercício. Diante disso, a proposta do presente 

estudo foi avaliar o efeito da suplementação aguda com nitrato de sódio, no 

desempenho (potência máxima e distância percorrida), no VO2 pico e no balanço 

redox de homens jovens, saudáveis, submetidos a um teste de esforço máximo 

em cicloergômetro. A amostra foi composta por 12 homens (23 ± 3,39 anos, 

179,41 ± 7,72 cm, 72,86 ± 10,14 kg). Os indivíduos foram submetidos 

aleatoriamente a duas suplementações: nitrato de sódio ou placebo (cloreto de 

sódio) a 10 mg. Kg-1 de peso corporal de forma duplo cego cruzado e com 

intervalo de 96 horas entre as fases. Os voluntários foram submetidos a um teste 

incremental em cicloergômetro até a exaustão voluntária e foram avaliados 

marcadores do estado redox, FC, pressão arterial, o VO2 pico e o desempenho 

no teste. Três horas após a suplementação com nitrato de sódio as 

concentrações plasmáticas de nitrito plasmático foram maiores no grupo 

suplementado em relação ao grupo placebo tanto antes (48,50±12,64 µMol/L vs 

67,45±20,78 µMol/L) quanto após o teste de esforço máximo (54,75±11,82 

µMol/L vs 80,33 ±22,87). Além disso, a suplementação aguda com nitrato de 

sódio não reduziu o VO2 pico (42,81±6,69 mL.kg-1.min placebo vs 42,46±5,45 

nitrato), não alterou tanto a pressão arterial sistólica (117±8,02 mmHg placebo 

vs 120,3±6,97mmHg nitrato) quanto a diastólica (81,17±11,86 mmHg placebo  vs 

81,0±9,20 mmHg nitrato)  e não melhorou o desempenho (7,52±1,32km placebo 

vs 7,58±1,27km nitrato) . Avaliando o balanço redox há indícios de alterações do 

mesmo, entretanto, outras análises precisam ser realizadas para tal 

confirmação. Podemos concluir que a suplementação aguda de nitrato não 

melhora o desempenho de indivíduos saudáveis e submetidos a um teste de 

esforço máximo.  

 

Palavras-chave: óxido nítrico, nitrato, nitrito, consumo de oxigênio, 

desempenho, estado redox. 
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Introdução 

O nitrato (NO3
-) e o nitrito (NO2

-), considerados anteriormente moléculas 

indesejadas com efeitos potencialmente deletérios ou como produtos finais do 

metabolismo do óxido nítrico (NO•) têm ganhado relevância por ser uma fonte 

alternativa de produção dessa molécula (Bescós et. al., 2011). O NO• é um 

radical livre, cuja síntese resulta da oxidação de um dos dois nitrogênios 

guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina (Dusse et. al., 2003). 

Essa reação pode ser catalisada por três isoformas da enzima óxido nítrico 

sintase (NOS), a a NO-sintase neuronal (nNOS), a NO-sintase endotelial e a a 

NO-sintase indutível (iNOS) (Tengan et. al, 2012). Em condições de hipóxia 

fisiológica e acidose metabólica, a produção enzimática de NO• pode estar 

prejudicada. Nessas situações, o nitrito (NO2
-), é uma fonte alternativa de NO• 

bioativo (Bescós et. al., 2011).  O NO3
- advindo da alimentação é rapidamente 

absorvido no trato gastrointestinal superior, sendo captado pelas glândulas 

salivares e liberado na saliva. Na boca, bactérias anaeróbias facultativas, 

reduzem NO3
- à NO2

-, que pode ser convertido à NO• no estômago, sendo uma 

parte absorvida de maneira intacta, aumentando sua concentração plasmática 

(Lundberg e Govoni, 2004). 

Estudos recentes têm demonstrado que a ingestão de nitrato inorgânico é 

capaz de reduzir o VO2 pico para a realização de exercícios máximos e 

submáximos, podendo aumentar o tempo até a exaustão nesse tipo de atividade 

(Larsen et. al., 2007; Bailey et. a., 2009; Larsen et. al., 2010; Bescós et. al., 

2011; Larsen et. al., 2011). A redução do VO2 pico pode estar relacionada à 

melhoria na eficiência fosforilativa mitocondrial, mensurada pela quantidade de 

oxigênio consumida por ATP produzido, conhecida como razão P/O (Hinkle et. 

al., 2005). Além disso, a queda nos valores de VO2 pico pode ser devida 

também, a um menor custo de ATP para a produção muscular de força, o que 

tem relação com uma redução na taxa de turnover de ATP nos miócitos por 

redução das alterações nos fosfatos de alta energia, o que reduz o estímulo para 

a fosforilação oxidativa (Bailey et. al., 2010)  

 Nessa perspectiva, Bailey et. al. (2009) verificaram que três dias de 

suplementação com suco de beterraba (rico em NO3
-) reduzem 

significativamente o custo de O2 para a realização de exercício submáximo e 
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aumenta o tempo até a exaustão em exercício de alta. Outro estudo demonstrou 

que a suplementação aguda com nitrato de sódio (0.1 mmol.kg-1.dia-1) reduz 

significativamente o VO2 pico sem aumentar o tempo até a exaustão em 

exercício de alta intensidade (Larsen et. al., 2010). Corroborando esses 

achados, outros autores, verificaram que a suplementação aguda com nitrato de 

sódio (10 mg.kg-1) reduziu o VO2 pico  sem alterar a carga máxima de trabalho 

em exercício de alta intensidade, não promovendo efeito em exercício de 

intensidade moderada (Bescós et. al., 2011).  

Sabe-se que na adaptação fisiológica ao exercício físico o óxido nítrico 

desempenha função importante, uma vez que o aumento da vasodilatação 

proporciona melhor aporte de oxigênio para a musculatura ativa. Entretanto, por 

ser um agente redutor fraco, o NO• pode reagir com ânion superóxido (O2
-.) 

produzindo peroxinitrito (ONOO-), reação essa que ocorre rapidamente (Powers 

& Jackson, 2008). Dessa forma, na presença de O2
-. o NO• em altas 

concentrações pode aumentar o dano oxidativo, dependendo da condição 

fisiológica, uma vez que o peroxinitrito é um potente agente oxidante capaz de 

levar á depleção de grupos tiol, danos no DNA e nitração de proteínas.  

O aumento da formação de agentes pró-oxidantes pode causar um 

desbalanço entre as espécies oxidantes e antioxidantes, em favor das moléculas 

oxidantes, levando a perturbações na sinalização do controle redox e dano 

molecular (Powers et. al., 2011). Os danos oxidativos incluem danos no DNA, 

alteração na estrutura de lipídeos e proteínas, levando a sua inativação, dentre 

outros.  Já é bem descrito na literatura que o exercício agudo, aumenta a 

produção de espécies pró-oxidantes, o que pode levar ao desbalanço redox 

(Bloomer & Goldfarb, 2004; Bloomer et. al., 2005; Fisher-Wellman & Blooman, 

2009). Entretanto, sabe-se que o exercício regular leva ao aumento da atividade 

antioxidante, estimulado pelo aumento dos radicais livres (Nojima et. al., 2008; 

Schaun et. al., 2011; Syu et. al., 2011) Assim, certo nível de radicais livres é 

importante para a adaptação do organismo ao exercício físico, o que estimula o 

aumento defesas antioxidantes, mas um nível exacerbando dessas moléculas 

gera desbalanço redox, o que pode levar ao dano oxidativo de biomoléculas e 

causar efeitos deletérios sistêmicos. 
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A relação entre a ingestão de nitrato inorgânico e o dano oxidativo ainda 

não é bem estabelecida. Poucos estudos abordam essa temática e, por essa 

razão, fazer inferências sobre o real efeito da suplementação com nitrato de 

sódio no balanço redox ainda não é possível. Dessa forma, a proposta do 

presente estudo é avaliar o efeito da suplementação aguda com nitrato de sódio 

no balanço redox, no desempenho (potência máxima, distância percorrida), e no 

VO2 pico de homens submetidos a um teste máximo. Nossa hipótese é de que a 

suplementação reduz o VO2 pico e melhora o desempenho em teste incremental 

até a exaustão, promovendo um desbalanço redox em favor dos pró-oxidantes. 

Métodos 

Participantes 

Os voluntários foram recrutados na Universidade Federal de Uberlândia. 

Participaram do estudo, 12 homens jovens (idade de 23 ± 3,39 anos, altura de 

179,41 ± 7,72 cm , peso corporal de 72,86 ± 10,14 kg e percentual de gordura de 

12,31 ± 3,53%) (Tabela 1), fisicamente ativos, não fumantes, que não 

apresentavam nenhum tipo de doença crônica, doença cardiovascular e 

limitação fisiológica ou ortopédica para a realização de exercício físico.  O 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa em Humanos da 

Universidade Federal de Uberlândia (parecer número 306.988/2013 – anexo I) e 

cada participante preencheu um termo de consentimento livre e esclarecido 

(Anexo I), no qual os riscos da sua participação na investigação proposta foram 

explicados.  

Visitas e orientações 

Os voluntários visitaram o laboratório em três ocasiões. Na primeira visita 

foi feita avaliação da composição corporal por bioimpedância (Balança de 

bioimpedância tetrapolar, Tanita BC558), familiarização com o 

cicloergômetro (Ergo 167 Cycle, Ergo-Fit, Pirmasens, Germany), com o 

analisador de gases (Fitmate Pro, Cosmed Srl, Italy) e com o protocolo de 

testes. As duas visitas seguintes, foram para a realização dos testes físicos, 

executados em condições idênticas (22°C), sempre no período da manhã (das 9 

às 10:30) . Para a realização dos testes os voluntários foram orientados a se 

absterem de qualquer tipo de atividade física vigorosa por um período de 48 
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horas. Cada voluntário repetiu o segundo teste no mesmo horário do teste 

anterior, sendo cada teste separado por um período de 96 horas. 

Suplementação 

 Os participantes foram aleatoriamente divididos em um estudo cruzado e 

duplo-cego, recebendo uma única dose de nitrato de sódio (10 mg. Kg-1 de peso 

corporal) ou placebo (cloreto de sódio), dissolvidos em 250 ml de água. As duas 

bebidas eram indistinguíveis pelo gosto ou aparência. Os indivíduos receberam 

a bebida pronta (nitrato ou placebo) e foram orientados a ingeri-la três horas 

antes do teste, devido à cinética do nitrato e o pico de nitrito circulante, como 

demonstrado por outros autores (Bescós et. al., 2011). Durante esse período foi 

aconselhado que os voluntários permanecessem em repouso e não ingerissem 

nenhum tipo de alimento ou bebida, a não ser água para garantir um estado de 

hidratação adequado. Foi recomendada uma dieta restrita em alimentos 

contendo nitrato (vegetais verdes, beterraba, morango, uva, chá e carnes 

vermelhas) 48 horas antes da realização dos testes. Além disso, foi sugerido que 

fosse evitado o consumo de álcool, de produtos à base de cafeína e de 

suplementos dietéticos. Os testes foram separados por um período mínimo de 

96 horas. 

Protocolo de testes e mensuração do VO2 pico 

 O teste físico no cicloergômetro consistiu de um teste incremental até 

exaustão voluntária, com incrementos de 45 watts a cada dois minutos e rotação 

fixa de 90 rpm.  Os critérios para finalização do teste seguiram as 

recomendações do Colégio Americano de Medicina do Esporte (Garber et. al., 

2011). A potência máxima atingida no teste foi calculada através da seguinte 

fórmula, de acordo com Stegmann et. al.(1981):  

potência = rotação (rpm) X carga total alcançada ao final do teste 

(soma dos incrementos realizados a cada dois minutos) 

O consumo de oxigênio (VO2) foi mensurado por meio de um analisador 

de gases computadorizado (Fitmate Pro, Cosmed Srl, Italy). A calibração e a 

utilização do aparelho foram feitas de acordo com o manual de instruções do 

fabricante. O VO2 pico foi considerado o maior valor de VO2 atingido durante a 

realização do teste. 
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Durante todo o teste a frequência cardíaca (FC) foi monitorada através de 

um frequencímetro (Polar FS2C).  Além da FC e do VO2, a pressão arterial (PA) 

também foi monitorada, antes e após o teste. 

Coleta sanguínea e análises laboratoriais 

 

 Antes do início do teste e cinco minutos após o término, foi coletado 

sangue da veia anticubital (10 ml), por meio de punção venosa. O sangue foi 

coletado em tubos Vacutainer® contendo anticoagulante (EDTA). Após a coleta, 

o sangue foi imediatamente centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C para 

a separação do plasma e das células sanguíneas, a partir das quais foi 

preparado o hemolisado. As análises sanguíneas foram realizadas 

imediatamente após a coleta. 

 A determinação do nitrito plasmático foi feita a partir da reação de Griess 

(Giustarini et. al., 2008), sendo as amostras sanguíneas imediatamente 

centrifugadas após a coleta para evitar a reação do nitrito com a hemoglobina. 

Para o ensaio, 50µL do plasma foram incubados com 50µL do reagente Griess 

(sulfanilamida 1% em ácido fosfórico a 2,5%, e N-(1-Naphtyl) etilenodiamida 

dicloridrato a 0,1%) a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbância foi 

mensurada espectofotometricamente a 570 nm utilizando uma leitora de 

microplaca (Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA). O conteúdo de nitrito foi 

calculado, baseado em uma curva padrão, construída com NaNO2 nas 

concentrações de 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 e 3.12 µM.  

Ainda no plasma foram avaliados a atividade antioxidante total e a 

peroxidação lipídica. A atividade antioxidante total foi avaliada por meio da 

redução do ferro no seu estado férrico (Fe3+) para seu estado ferroso (Fe2+) em 

pH baixo, formando o complexo ferro-tripiridiltriazina (TPTZ) de coloração azul 

intensa, lido espectofotometricamente a 593 nm (Benzie & Stain, 1996).  Os 

reagentes incluem tampão acetato de sódio (300 mM. L-1, pH 3.6), e 16 ml de 

C2H4O2 por litro de tampão; 10 mmol . L-1 de TPTZ preparado em HCL a 40 

mmol . L-1 e cloreto férrico (FeCl3.6H2O) a 20 mM, preparado no tampão acetato 

de sódio (300 mM. L-1, pH 3.6). O reagente de trabalho foi preparado 

adicionando-se 25 ml de tampão acetato de sódio, 2.5 ml da solução de TPTZ e 
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2.5 ml da solução de FeCl3.6H2O, sendo aquecido a 37°C por cinco minutos. Na 

microplaca foram adicionados 10 µL da amostra, 25 µL de água destilada e 250 

µL do reagente de trabalho, incubados a 37°C por seis minutos.  A absorbância 

foi mensurada em espectofotômetro a 593 nm utilizando uma leitora de 

microplaca (Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA). A atividade antioxidante 

total foi calculada, baseada em uma curva padrão contruída a partir de trolox, 

nas concentrações de 1000, 800, 400, 200, 200 e 50 µM. Os reagentes foram 

preparados imediatamente antes do experimento, com excessão do tampão 

acetato que pode ser preparado antes e armazenado em geladeira. 

A peroxidação lipídica foi medida através da formação de subprodutos da 

lipoperoxidação (malondealdeído – MDA), que são substâncias reativas ao 

aquecimento do ácido tiobarbitúrico (TBA). Este método consiste na análise dos 

produtos finais da peroxidação lipídica (peróxidos lipídicos, malondialdeído, e 

outros aldeídos de baixo peso molecular) que, ao reagirem com o ácido 2-

tiobarbitúrico (TBA), formam bases de Schiff. Esses complexos são coloridos e 

sua concentração pode ser determinada espectrofotometricamente. Utilizou-se 

tampão KPE (potássio, fosfato e EDTA) para diluir as amostras (1:4 v/v), 

preparado a partir de 6,8g de KH2PO4 em 500 ml de H2O, 8,4 g de K2HPO4 em 

500 ml de H2O. Para o reagente final misturou-se 80 ml da solução de KH2PO4 a 

420 ml da solução de K2HPO4, juntamente com 930 mg de EDTA. Após a 

diluição, adicinou-se 100 µL de ácido tricloacético a 10% (TCA 10%) a 200 µL de 

amostra, resfriando-as por 15 minutos a 4°C e centrifugando-as logo em seguida 

a 6000 rpm por 15 minutos, a 4°C.  Após a centrifugação 250 µL do 

sobrenadante foram retirados de cada amostra e então 300 µL do ácido 

tiobarbitúrico (TBA) a 50 mmol foram adicionados.  Após a adição de TBA as 

amostram foram encubadas por 120 minutos a 95°C, e depois resfriadas por 15 

minutos em temperatura ambiente. Por fim, foram adicionados à microplaca 150 

µL de amostra em duplicada, as quais foram lidas espectrofotometricamente a 

532nm. A concentração dos produtos de peroxidação lipídica foi calculada 

baseada em uma curva padrão construída a partir de malondialdeído nas 

concentrações de 100, 50, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 µmol. 

 A atividade da catalase foi medida no hemolisado, por meio da 

decomposição do peróxido de hidrogênio, lida a 240 nm em espectrofotômetro 
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(Aebi, 1984). O reagente de trabalho, preparado imediatamente antes do 

experimento é composto por tampão fosfato de sódio (NaH2PO4 50mM e 

Na2HPO2  50mM) e peróxido de hidrogênio a 30%. A proporção é de 1000ml de 

tampão para 340µL de peróxido. Antes da leitura as amostras foram diluídas em 

tampão fosfato (1:10 v/v). Todas leituras foram feitas em cubeta de quartzo. O 

branco foi lido previamente às amostras, contendo apenas tampão fosfato (1000 

µL) e em seguida, as amostras foram lidas em duplicata, adicionando-se à 

cubeta 1000 µL da solução de trabalho e 10 µL do hemolisado diluído. O 

consumo do peróxido de hidrogênio foi monitorado durante 30 segundos, 

anotando-se as absorbâncias a cada intervalo de 15 segundos. O cálculo da 

atividade da catalase é dado pela equação: [ ((t0 – t30) . 10) / [ ] proteína] . 30, 

sendo t0 o tempo de leitura inicial, t30 o tempo de leitura final, 10 o fator de 

diluição da amostra e 30 o tempo total de leitura.  A quantificação de proteína 

total é necessária para o cálculo. A dosagem de proteína total das amostras foi 

realizada de acordo com o protocolo de Bradford (1976) adaptado para 

microplaca. Em cada poço da microplaca foi adicionado 5µL do hemolisado 

diluído (1:350 v/v), 95µL de água deionizada e 200µL do reagente de Bradford. 

O ensaio foi realizado em duplicata e lido à 595nm à temperatura ambiente. 

Análise Estatística 

Os dados foram testados quanto á normalidade utilizando o teste de 

Shapiro-Wilk antes das análises. Nenhuma transformação foi necessária para as 

variáveis analisadas. As concentrações de nitrito, assim como a atividade 

antioxidade total, a peroxidação lipídica e a atividade da catalase, pré e pós 

exercício foram transformadas em média e comparadas entre os grupos placebo 

e suplemento utilizando teste t pareado bicaudal. O VO2 pico pós teste, do grupo 

suplementado e do grupo placebo também foram transformados em média e 

analisados utilizando teste t pareado bicaudal. Para todas as análises, o nível de 

significância foi de p<0,05. Os resultados são apresentados como média e 

desvio padrão da média. 

Resultados 

Concentrações plasmáticas de NO2- 
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A média dos valores das concentrações plasmáticas de NO2- pré e pós 

teste nos grupos placebo e suplemento estão representadas na Fig. 1. Como 

esperado, os voluntários que receberam uma única dose de nitrato de sódio 

apresentaram elevações nas [NO2-] quando comparados ao grupo placebo, tanto 

pré quanto pós teste.  

Marcadores de estresse oxidativo 

Catalase 

A atividade da catalase nos grupos placebo e suplemento pré e pós teste 

está representada na Fig. 2 No grupo placebo não houve diferença significativa, 

enquanto no grupo suplementado a atividade de catalase pós teste apresentou 

uma redução, comparado ao pré teste.  

Atividade Antioxidante Total 

 A atividade antioxidante total está representada na Fig. 3. O grupo 

placebo apresentou um aumento significativo pós teste, enquanto não foi 

encontrada diferença no grupo suplementado. 

Peroxidação Lipídica 

 A peroxidação lipídica, indicada pelas substâncias reativas ao 

aquecimento do ácido tiobarbitúrico, está representada na Fig. 4. Não houve 

diferença significativa pré e pós exercícios com nenhum dos dois tratamentos, 

placebo ou nitrato de sódio. 

VO2 pico, potência máxima, distância e PA 

As médias do VO2 pico, da potência máxima e da distância percorrida 

nos testes, assim como da PA pré e pós, nos grupos placebo e suplemento 

estão representados na Tabela 2. Não foram observadas diferenças 

significativas nos valores de nenhuma dessas variáveis após o tratamento com 

nitrato de sódio. A razão potência máxima/VO2 pico está representada na Fig. 

5. Não houve diferença significativa entre os grupos placebo e suplementado. 

Discussão 

O principal achado do estudo é que a suplementação aguda com nitrato 

de sódio inibe a atividade da catalase e não promove alterações tanto na 

atividade antioxidante total, quando na peroxidação lipídica. Além disso, o nitrato 
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não foi eficiente em reduzir o VO2 pico e a PA e não melhorou o desempenho no 

teste máximo em cicloergômetro. Esse foi o primeiro estudo avaliando o balanço 

redox após a suplementação com nitrato de sódio em um teste físico máximo.   

A catalase é uma das enzimas que compõem o sistema endógeno de 

defesa antioxidante. Sua principal função é quebrar o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), um composto reativo capaz de gerar radicais livres, em H2O e O2. .De 

forma interessante, a atividade da catalase apresentou redução pós teste 

somente no grupo suplementado. Entretanto, estudos têm demonstrado 

aumento na atividade da catalase após exercício físico de alta intensidade, o que 

representa um mecanismo protetor tecidual contra a geração de H2O2 (Berzosa 

et. al, 2011; Aguiló et. al., 2004; Terblanche, 1999; Ji & Fu, 1992).  

 A redução da catalase no grupo que recebeu nitrato de sódio pode ser 

devido ao fato de que o NO tem a capacidade de ligar-se a proteínas que 

contem ferro em sua estrutura. A catalase, assim como a hemoglobina 

apresenta grupamentos heme, os quais são imprescindíveis para a conversão 

de H2O2 em H2O e O2. De acordo com Brown (1995), a ligação do NO• ao ferro 

presente no sítio ativo da catalase, pode ter sido a causa da redução da 

atividade da enzima antioxidante. A ligação do NO à catalase inibe a atividade 

da enzima, provavelmente por competição com o H2O2. As consequências dessa 

inibição estão relacionadas ao aumento dos níveis de H2O2 e subsequentemente 

do dano tecidual (Brown, 1995). 

A o processo de peroxidação lipídica refere-se a uma cascata de eventos 

bioquímicos resultante da ação dos radicais livres sobre os ácidos graxos 

insaturados, levando à destruição de sua estrutura, falência dos mecanismos de 

troca de metabólitos e, numa condição extrema, morte celular (Benzie, 1996). 

Por outro lado, a atividade antioxidade total do plasma representa a capacidade 

que os antioxidantes não enzimáticos tem em conjunto de resistir ao dano 

oxidativo (Benzie & Stream, 1996). O ácido úrico representa cerca de 60% da 

resposta antioxidante avaliada no ensaio, enquanto ácido ascórbico, α-tocoferol, 

proteínas e bilirrubina representam 15, 5, 10 e 5%, respectivamente (Benzie & 

Stream, 1996). 
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 Apesar da redução na atividade da catalase no grupo suplementado, não 

houve aumento da peroxidação lipídica, assim como da atividade antioxidante 

total, a qual só aumentou no grupo placebo. Outros estudos também não 

verificaram aumentos na peroxidação lipídica após a realização de exercício 

agudo (Leaf et. al., 1997; Groussard et. al., 2003; Bloomer et. al., 2006). Leaf et. 

al. (1997) justificaram que a manutenção nos valores de peroxidação lipídica 

pode ser devida ao fato de que o malondealdeído, assim como outros produtos 

de peroxidação lipídica, podem ser eliminados do plasma por vários mecanismos 

incluindo excreção, catabolismo ou redistribuição para outros tecidos. 

Corroborando os achados de Leaf et. al. (1997), Groussard et. al. (2003), 

assumiram que no período pós exercício houve remoção do malondealdeído 

plasmático e também por essa razão não foram encontradas diferenças entre os 

níveis pré e pós-teste. 

No que se refere à capacidade antioxidante total do plasma, há relatos na 

literatura tanto de aumento quanto manutenção nos valores pré e pós exercício 

agudo. Foi demonstrado por Popovic et. al., (2012) que a atividade antioxidante 

total do plasma não aumenta em animais submetidos a um teste agudo de 

natação até a exaustão. Para esses autores, uma vez que o estado antioxidante 

exibe diferenças na magnitude da resposta em órgãos distintos e de acordo com 

o protocolo de exercício utilizado, alterações podem facilmente ser perdidas 

quando a amostra é avaliada somente em um ponto após o exercício. Outro 

estudo verificou aumento da atividade antioxidante total do plasma em uma 

sessão aguda exercício resistido, mas não observou alterações após a 

realização de exercício aeróbico em indivíduos eutróficos (Vincent et. al., 2004). 

Os resultados encontrados por esses autores sugerem que a mobilização das 

defesas antioxidantes varia de acordo com o tipo de exercício realizado (Vincent 

et. al., 2004). Entretanto, em nosso estudo, o exercício realizado foi o mesmo 

tanto na condição placebo quanto na condição suplemento, o que de acordo 

com os estudos citados acima, não justifica as diferenças encontradas pós teste, 

nos dois grupos. 

O que pode justificar as respostas encontradas por nós em relação à 

atividade antioxidante total, é o fato de que o ácido úrico pode ligar-se 

diretamente e irreversivelmente ao NO•, formando 6-aminouracil (Gersch et. al., 
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2008), o que reduz as concentrações tanto de ácido úrico, quanto de NO•. O 

ácido úrico é responsável por cerca 60% da resposta antioxidante total do 

plasma (Benzie & Strain 1996), e o fato de a suplementação com nitrato poder 

aumentar os níveis NO• pode ter relação com a redução nas concentrações de 

ácido úrico, e consequentemente, na atividade antioxidante total. De acordo com 

Gersh et. al. (2008) a reação do ácido úrico com o NO• pode ser parcialmente 

bloqueada pela glutationa. Entretanto devido à redução da atividade da catalase 

pode ser que a produção de H2O2 tenha aumentado assim como o consumo de 

glutationa, uma vez que esta é oxidada no processo de metabolização do H2O2. 

Dessa forma, os níveis de glutationa não teriam sido eficientes para bloquear a 

reação entre o ácido úrico com o NO•. 

Em relação a PA ao VO2 pico e ao desempenho no teste não foram 

observadas alterações após a suplementação. No que se refere à PA nossos 

dados corroboram os achados de Miller et. al. (2012), que não observaram 

redução na PA após três dias de suplementação em idosos saudáveis. De 

acordo com os autores, a não redução da PA após a suplementação pode ser 

devida à variabilidade na mensuração da PA e ao tamanho reduzido da amostra 

(n=8). Outro fato interessante é que apesar de a suplementação aguda 

proporcionar aumento dos níveis plasmáticos de nitrito, comparada ao placebo, 

a elevação foi consideravelmente menor, quando comparada a outros estudos 

(Bescós et. al., 2011; Miller et. al., 2012). Béscos et. al. (2012) reportaram que a 

menor capacidade em aumentar o nitrito plasmático após a ingestão de nitrato 

pode estar relacionada a modificações na microflora da cavidade oral, onde o 

nitrato é convertido à nitrito, ou ao uso de produtos bucais antibacterianos. Pode 

ser que o aumento nas concentrações plasmáticas de nitrito não tenha sido 

suficiente para gerar respostas adaptativas na PA, assim como no VO2 pico e no 

desempenho no teste físico. 

Assim, os resultados encontrados no presente estudo apontam para um 

possível efeito pró-oxidante da suplementação com nitrato de sódio, apesar de 

não ter sido encontrado diferença significativa na peroxidação lipídica. Pode ser 

que a longo prazo, a inibição da atividade da catalase juntamente com a redução 

nos níveis de ácido úrico tenha efeitos deletérios para o organismo, devido à 

redução nas defesas antioxidantes, refletindo em desbalanço redox e dano 
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oxidativo. Além disso, nos achados questionam a utilização desse tipo 

suplementação para melhora do desempenho de homens jovens fisicamente 

ativos em teste incremental até a exaustão. 

Conclusões 

 Concluindo, a suplementação aguda com nitrato de sódio inibiu a 

atividade da catalase e não promoveu alterações tanto na atividade antioxidante 

total, quando na peroxidação lipídica de homens jovens saudáveis, submetidos a 

um teste máximo em cicloergômetro, sugerindo um possível efeito pró-oxidante.  

Além disso, agudamente, o nitrato de sódio não promoveu alterações no VO2 

pico e na pressão arterial, bem como no desempenho em teste máximo.  Outros 

estudos se fazem necessários no intuito de elucidar os mecanismos de ação 

pelos quais o NO2- e NO• podem gerar dano oxidativo e investigar o efeito da 

suplementação crônica nos marcadores discutidos por nós e em outros 

indicadores de desbalanço redox. Antes disso, a utilização desse tipo de 

suplementação para melhora do desempenho físico deve ser vista com cautela. 
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Legendas 

Tabela 1. 
Dados antropométricos dos voluntários. Dados expressos como média ± DP. 
*Diferenças significativas (Teste t de Student pareado, P<0.05). Placebo e 
Nitrato foram administrados a 10 mg.kg-1 de peso corporal;  n=12. 
 
Tabela 2. 
Pressão arterial sistólica e diastólica de indivíduos do grupo placebo (NaCl) ou 
Nitrato (NaNO3) no pré e pós-teste, VO2 pico, potência máxima, distância 
percorrida pós-teste e FC pré e pós teste. Dados expressos como média ± DP. 
*Diferenças significativas (Teste t de Student pareado, P<0.05). Placebo e 
Nitrato foram administrados a 10 mg.kg-1 de peso corporal;  n=12. 
 
Figura 1. Concentrações plasmáticas de nitrito do grupo Placebo (NaCl) e 
Nitrato (NaNO3), após três horas de suplementação (pré-teste) e depois do teste 
de esforço máximo em cicloergômetro (pós-teste). Os dados foram expressos 
como média ± desvio padrão (DP) da média. * Diferenças significativas (Teste t 
de Student pareado, P<0.05). Placebo e Nitrato foram administrados a 10 mg.kg-

1 de peso corporal;  n=12. 
 

Figura 2. Avaliação da atividade da catalase em hemolisado de indivíduos do 
grupo Placebo (NaCl) ou Nitrato (NaNO3), após três horas de suplementação 
(pré-teste) e depois do teste de esforço máximo em cicloergômetro (pós-teste). 
Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) da média. 
*Diferenças significativas (Teste t de Student pareado, P<0.05). Placebo e 
Nitrato foram administrados a 10 mg.kg-1 de peso corporal;  n=12. 
 

Figura 3. Avaliação da atividade antioxidante total do plasma de indivíduos do 
grupo Placebo (NaCl) ou Nitrato (NaNO3), após três horas de suplementação 
(pré-teste) e depois do teste de esforço máximo em cicloergômetro (pós-teste). 
Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) da média.  
*Diferenças significativas (Teste t de Student pareado, P<0.05). Placebo e 
Nitrato foram administrados a 10 mg.kg-1 de peso corporal;  n=12. 
 

Figura 4. Concentração de TBARS no plasma de indivíduos do grupo Placebo 
(NaCl) ou Nitrato (NaNO3), após três horas de suplementação (pré-teste) e 
depois do teste de esforço máximo em cicloergômetro (pós-teste). Os dados 
foram expressos como média ± desvio padrão (DP) da média.  *Diferenças 
significativas (Teste t de Student pareado, P<0.05). Placebo e Nitrato foram 
administrados a 10 mg.kg-1 de peso corporal;  n=12. 
 
Figura 5. Razão potência máxima/VO2pico de indivíduos do grupo Placebo 
(NaCl) ou Nitrato (NaNO3), depois do teste de esforço máximo em 
cicloergômetro (pós-teste). Os dados foram expressos como média ± desvio 
padrão (DP) da média.  *Diferenças significativas (Teste t de Student pareado, 
P<0.05). Placebo e Nitrato foram administrados a 10 mg.kg-1 de peso corporal;  
n=12. 



41 
 

Tabela e Figuras 

Tabela 1  

 

Tabela 2  

 

 



42 
 

Figura 1  

 

 

Figura 2  

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

Figura 3 
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Figura 5 
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Anexos 

Anexo I- Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética e Pesquisa da 

Universidade Federal de Uberlândia 
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Anexo II 

 – Termo de Concentimento Livre e Esclarecido 

 
 Você está sendo convidado a participar da pesquisa “Efeitos da 

suplementação aguda com nitrato de sódio no balanço redox, na pressão 

arterial, no VO2 pico e no desempenho de homens fisicamente ativos 

durante exercício máximo”, sob a responsabilidade dos pesquisadores , Profª. 

Dra. Françoise Vasconcelos Botelho Prof. Dr. Foued Salmen Espindola, Erickson 

Messias Bezerra dos Santos, Maria Carolina Siqueira, Miguel Maurício Díaz 

Gómez, Renata Roland Teixeira e Olga Lucia Bocanegra Jaramillo. 

 Você realizará dois testes incrementais em cicloergômetro até a exaustão 

voluntária, com rotação constante de 90 rotações por minuto e incrementos de 

45 watts a cada dois minutos, três horas após a ingestão de duas bebidas 

diferentes, uma em cada dia de teste. No período entre a ingestão da bebida e a 

realização dos testes é aconselhado que os você permaneça em repouso e não 

faça ingestão de  nenhum tipo de alimento ou bebida, a não ser água para 

garantir um estado de hidratação adequado. É recomendada uma dieta restrita 

em alimentos contendo nitrato (vegetais verdes, beterraba, morango, uva, chá e 

carnes vermelhas) 48 horas antes da realização dos testes. Além disso, você 

deve evitar o consumo de álcool, de produtos à base de cafeína e de 

suplementos dietéticos. Os testes serão separados por um período de 96 horas. 

Serão realizadas três visitas, sendo uma no Laboratório de Fisiologia do 

Desempenho (LAFID) localizado na Faculdade de Educação Física da 

Universidade Federal de Uberlândia, e as outras duas no Laboratório de 

Bioquímica e Biologia Molecular (LABIBI), localizado no bloco 2E do Campus 

Umuarama da Universidade Federal de Uberlândia. Na primeira visita será 

realizada uma avaliação da composição corporal por bioimpedância 

familiarização com o cicloergômetro, com o analisador de e com o protocolo de 

testes. As duas visitas seguintes, serão para a realização dos testes físicos, 

executados em condições idênticas (22°C), sempre no período da manhã (das 9 

às 10:30) . Para a realização dos testes é necessário que você não pratique 

nenhum tipo de atividade física vigorosa por um período de 48 horas pré-teste.  
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Será coletado sangue antes de iniciar o teste e cinco minutos após o término 

do teste. Nestes mesmos tempos e também ao final do teste será aferida a 

pressão arterial. A frequência cardíaca será monitorada desde antes do início do 

teste até cinco minutos após sua finalização. O consumo de oxigênio será 

avaliado durante todo o teste, por meio de um analisador de gases. 

 

O procedimento da coleta de sangue será realizado pela Dra. Renata Roland 

Teixeira, técnica do Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular, graduada 

em Ciências Biológicas e técnica em análises clínicas, pela Universidade 

Federal de Uberlândia, com experiência nesse tipo de procedimento. O sangue 

será coletado por punção venosa e será analisado no Laboratório de Bioquímica 

e Biologia Molecular da Universidade Federal de Uberlândia (LABIBI/UFU). 

Serão realizadas em cada visita três coletas de sangue, sendo coletado um 

voulme de 5 ml em cada coleta. 

 

Em relação aos riscos proporcionados pelo teste físico e pela 

suplementação, não há relatos na literatura sobre eventuais problemas físicos 

psicológicos ou estomacais durante ou após os testes. Em caso de mal estar, ou 

algum problema físico, o teste será imediatamente interrompido e você será 

encaminhado para o hospital mais próximo. 

Em nenhum momento você será identificado. Os resultados da pesquisa 

serão publicados e ainda assim a sua identidade será preservada. Você não terá 

perda ou ganho financeiro por participar desta pesquisa. O benefício previsto é a 

possibilidade de uma avaliação física e cardiológica, fornecida em uma 

devolutiva ao final do estudo. 

Você é livre para desistir de participar da pesquisa a qualquer momento 

sem lhe causar prejuízo. Uma cópia deste termo de consentimento Livre e 

Esclarecimento ficará com você.  

Qualquer dúvida a respeito da pesquisa você poderá entrar em contato 

com os pesquisadores no Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular da 
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Universidade Federal de Uberlândia, localizado na Av Pará, nº 1720  Bloco E 

sala 39a, Campus Umuarama, Uberlândia – MG, CEP: 38400-902, telefone: (34) 

3218-2477, e com o Comitê de Ética em Pesquisa – CEP, localizado na Av. João 

Naves de Ávila, nº 2121 Bloco 1A, sala 224, Campus Santa Mônica, Uberlândia 

– MG, CEP: 38408-100, telefone: (34) 3239-4131. 

De acordo,  

Uberlândia,_____ de ____________ de 200__. 

 

 

                   _____________________________________________ 

Assinatura dos pesquisadores 

 

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, após ter sido 
devidamente esclarecido. 

 

___________________________________________ 

Participante da pesquisa - RG: __________________ 
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Anexo III – Imagens do teste e do analisador de gases 
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