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Apresentacao

Ja é bem estabelecida na literatura a importancia do 6xido nitrico (NO")
em diversos processos intra e extracelulares (Moncada & Higgs, 1993; Burnett,
1995) estando essa molécula envolvida na regulacdo da pressdo arterial, na
formacdo da memoria, na regulacdo de funcbes dos tratos respiratorio,
genitourinario e gastrointestinal, na imunidade ndo especifica e na inflamacao
(Moncada & Higgs, 1993). Além disso, o NO" vem sendo associado ao
desempenho fisico, tendo sido demonstrado que elevados niveis basais de
nitrito — precursor de oxido nitrico — estdo associados a melhoria da capacidade

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

O NO’ é um radical livre, cuja sintese resulta da oxidacdo de um dos dois
nitrogénios guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina (Dusse et.
al., 2003). Essa reacao pode ser catalisada por trés isoformas da enzima éxido
nitrico sintase (NOS), a a NO-sintase neuronal (nNOS), a NO-sintase endotelial
e a a NO-sintase indutivel (INOS) (Tengan et. al, 2012). O nitrato (NOg)
circulante derivado tanto da producdo enddégena, a partir do 6xido nitrico (NO°),
quanto obtido de fontes dietéticas (vegetais de folhas verdes e beterraba, por
exemplo) pode ser convertido in vivo a 6xidos de nitrogénio bioativos como nitrito
e este a oOxido nitrico (Bescos et. al.,, 2011; Umbrello et. al., 2013). Tal
conversao, de nitrito & 6xido nitrico, € principalmente favorecida em situacdes de
hipoxia. (Bailey et. al., 2009; Bescos et. al,2011; Bescos et. al., 2012).

Além dos efeitos citados acima, a citotoxicidade também é geralmente
atribuida ao NO™ (Beckman & Koppenol, 1996). A toxicidade dessa molécula
esta associada a sua reacdo com o0 anion superéxido (O2) e a consequente
producdo de peroxinitrito (ONOO), o qual é potente e toxico oxidante (Beckman
& Koppenol, 1996). O aumento dos agentes oxidantes pode causar “estresse
oxidativo”, que é definido como um desbalango entre as espécies oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes, gerando perturbacdes na sinalizagdo e no

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

Estudos recentes demonstram que a ingestdo de nitrato inorganico é
capaz de reduzir o VO, pico para a realizagdo de exercicios maximos e

submaximos, podendo aumentar o tempo até a exaustdo nesse tipo de atividade
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(Larsen et. al., 2007; Bailey et. a., 2009; Larsen et. al., 2010; Bescés et. al.,
2011; Larsen et. al., 2011). Entretanto, também ha relatos na literatura de que a
suplementacdo com nitrato ndo tem efeitos sobre o desempenho de pessoas
treinadas na realizacdo de testes fisicos (Bescos et. al., 2012; Wilkerson et. al.,
2012). Dessa forma, ndo ha um consenso na literatura quanto ao real efeito da
suplementacdo de nitrato no exercicio com o objetivo de melhora do

desempenho.

Assim, a partir do que foi apresentando acima, pode-se inferir que estudos
utilizando a suplementacdo com nitrato inorganico, no intuito de elucidar os
efeitos da mesma sobre o desempenho durante o exercicio fisico e desbalanco
redox se fazem relevantes.

O presente estudo foi delineado no intuito de examinar o efeito da
suplementacdo com nitrato de sdédio no balan¢o redox, no consumo de oxigénio,
na pressao arterial e no desempenho de homens jovens submetidos a um teste
agudo maximo em cicloergbmetro.

A apresentacdo da dissertacdo foi dividida em capitulos, conforme as
normas do Instituto de Genética e Bioquimica e, a formatacédo seguiu as normas
da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, a ABNT. No capitulo 1, é
apresentada uma revisao bibliografica do assunto, incluindo tépicos referentes a
producdo enddgena de 6xido nitrico, fontes alternativas do mesmo, efeitos da
suplementacao para o exercicio fisico e também no balanco redox. No capitulo
2, mostramos a metodologia utilizada, os resultados obtidos e a discussdo sob a

forma de um artigo, que sera submetido a uma revista cientifica indexada.



Capitulo 1

Fundamentacéao Teorica



Oxido nitrico: fungéo

O oxido nitrico € uma molécula gasosa, de sinalizac&o, que contribui para
a regulacdo de uma variedade de processos dos sistemas cardiovascular,
nervoso e imune (Totzeck et al., 2012). Segundo Moncada & Higgs (1993), a
sintese do Oxido nitrico pelo endotélio vascular, € responsavel pelo ténus
vasodilatador, o qual é essencial para a regulacéo da presséo arterial. De acordo
com esses autores, no sistema nervoso central, o NO" atua como um
neurotransmissor que regula varias fungdes incluindo a formacado da memodria.
Ja na periferia atua na mediacdo de algumas formas de vasodilatacao
neurogénica e também na regulacdo de funcdes gastrointestinais, respiratérias e
do trato genitourinario, através de nervos noradrenérgicos e nao colinérgicos,
dependentes de NO'. O 6éxido nitrico também contribui para a inibicdo da
agregacao e da adesdo plaquetéaria, esta envolvido na interagdo dos leucocitos
com as paredes dos vasos, por inibir a ativacdo leucocitaria e participa do
controle homeostético 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 niveis e da situacdo na qual a célula se encontra
(Carnovale & Ronco, 2012). O NO’ pode ainda combinar-se com o anion
superéxido (O%) 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 lipofilica, o NO" difunde-se rapidamente
através das membranas das células endotelias para a camada de musculo liso
vascular subjacente causando relaxamento. Seu principal mecanismo de agao €
mediado pela nitrosilacdo do ferro hémico na guanilato ciclase, levando a um
aumento na sintese de monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) (Umbrello et.
al. 2013). Segundo Youg & Leighton (1998), a ativacdo da proteina quinase
dependente de cGMP (PKG) é um dos mecanismos de acédo do cGMP. Este, por
sua vez, ativa proteinas quinases que modulam as atividades quinase e
fosfatase da miosina de cadeia leve, resultando em menor fosforilacdo da

miosina e, eventualmente vasorelaxamento (Umbrello et. al, 2013).



De acordo com Umbrello et. al. (2013), o NO" pode também causar
vasodilatacdo devido & abertura de canais de potéssio, sensiveis a célcio (Ca*")
e ATP, mediada por cGMP. Com a abertura desses canais ionicos, o efluxo de
potassio hiperpolariza a membrana plasmatica reduzindo o ténus vascular. O
NO' também ativa esses canais de potassio sensiveis & Ca** e ATP de forma
independente de cGMP, por S-nitrosilagdo (Umbrello et. al., 2013). Além disso, 0
NO’ pode contribuir para a regulacéo dos niveis intracelulares de Ca®*, tanto por
inibicao do influxo de Ca®" por canais de célcio tipo L, dependente de cGMP, ou
devido ao aumento da remocado de Ca®" do citoplasma. Esses efeitos podem ser
importantes, uma vez que as isoformas constitutivas da oOxido nitrico sintase
(enzima responsavel pela producdo de NO’) sdo reguladas por calcio e
calmodulina. Um aumento no contetdo intracelular de Ca?* ativa a calmodulina,
levando & sintese de NO" (Umbrello et. al., 2013).

O NO’ também esta relacionado a inibicdo da respiragdo mitocondrial, por
inibir competitivamente e reversivelmente a citocromo c¢ oxidase (Ultimo
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
O,, convertendo assim o O, molecular em duas moléculas de H,0). Enquanto a
inibicdo da respiracéo, particularmente quando o suprimento de O, esta elevado,
pode ser prejudicial, esta pode servir também como um mecanismo para
conservar o O, presente e prolongar os gradientes de O, na célula em estados
de hipéxia (Kamga et. al., 2012). Além disso, o NO" pode otimizar indiretamente
a fosforilacdo oxidativa, pela inibicdo parcial da citocromo ¢ oxidase. Essa
inibicdo reduz o vazamento de prétons, mantendo a producdo de ATP em um
grau mais elevado do que o consumo de O,, aumentando assim, a taxa de ATP
produzido por O, consumido (razéo P/O) (Larsen et. al., 2012).

A ligacdo do NO a citocromo c¢ oxidase também pode provocar eventos
de sinalizacdo intracelular, incluindo o desvio de O, para substratos nao
respiratérios e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) com
potenciais efeitos deletérios. Esses eventos estimulados pelo NO' agem como
gatilhos pelos quais a mitocondria modula as cascatas de transducéo de sinais
na inducdo de mecanismos de defesa celular e respostas adaptativas (Larsen,
et. al., 2012).



Producéo enzimética de 6xido nitrico

O NO’ é produzido enzimaticamente através de trés isoformas da NO
sintase, a NO sintase neuronal (NNOS ou tipo ), , a NO sintase indutivel (iNOS
ou tipo Il), e a NO sintase endotelial (eNOS ou tipo Ill) (Tengan et. al., 2012). De
acordo com Carnovale & Ronco (2012), a nNOS e a iINOS séo principalmente
citosdlicas, sendo a iINOS encontrada também nos peroxissomos dos
hepatocitos; por outro lado a eNOS tem sido identificada na membrana
plasmatica, no reticulo endoplasmatico rugoso e também no nucleo de
hepatécitos de ratos, sendo reconhecida como uma proteina de membrana.
Essas enzimas catalisam a formacdo de NO™ a partir de L-arginina e oxigénio
(O,), com L-citrulina sendo gerada como produto. S&o0 necessarios quatro
cofatores para a sintese de NO’, sendo estes s tetrahidrobiopterina (BH4), a
flavina adenina dinucleotideo (FAD), a flavina mononucleotideo (FMN) e a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (Boveris et. al., 2000). E
valido ressaltar que a atividade das trés isoformas de NOS é variavelmente
dependente da quantidade de O, (Ho et. al., 2012).

Tanto a eNOS quanto a a nNOS sdo constitutivamente expressas,
exibindo um perfil de ativacdo Ca?*/calmodulina dependente, contribuindo para o
rapido aumento de NO° em reposta a interacdes de hormdnios e seus
receptores. Em contraste, a expressao da iNOS esta intimamente relacionada a
processos pro-inflamatorios e infecciosos, ndo tendo seus efeitos regulados por
Ca’" e apresentando liberacdo de NO’ por longos periodos de tempo e em altas
concentracgOes (Stefano & Kream, 2011; Carnovale & Ronco, 2012).

Segundo Umbrello et. al. (2013), em individuos saudaveis, a eNOS ¢é
responsavel pela maioria das acdes hemodinamicas, contribuindo para a
regulacdo do fluxo sanguineo nos diferentes leitos vasculares de acordo com a
variacdo das necessidades metabdlicas. O NO’ produzido a partir da iNOS é
tradicionalmente considerado o principal responsavel pela hiporeatividade e
hipotensédo vasculares observadas em estados inflamatorios. Em relagdo a
nNOS, dados recentes sugerem um importante papel do NO™ produzido por essa

isoforma na regulacdo do ténus microvascular, enquanto o NO' gerado pela



eNOS regula as altera¢gdes do tdbnus em resposta a agonistas ou ao estresse por
cisalhamento. Isso sugere uma potencial regulacdo independente do fluxo
sanguineo basal e estimulado (Umbrello et. al., 2013).

Producado néao-enzimatica de 6xido nitrico

Em condicdes de hipoxia fisiol6gica, a producdo de NO' pelas NOS
pode estar prejudicada devido a falta de O,. Nessas situagdes, o0 nitrito (NO3),
considerado anteriormente somente um metabolito do metabolismo do NO’, é
considerado uma fonte alternativa de NO’ bioativo. Elevacfes substanciais na
quantidade de nitrito plasmética podem ocorrer por meio da ingestao de nitrato
(NO3) pela dieta.

Segundo Bailey et. al. (2009), o anion NO3 é relativamente inerte e
seus efeitos biolégicos sdo provavelmente conferidos & sua conversao a NO,. O
nitrato advindo da alimentacdo é rapidamente absorvido no trato gastrointestinal
superior e sua bioviabilidade € de quase 100%. A maior parte do nitrato
inorganico absorvido é excretada na urina, sendo apenas 25% do nitrato
plasmatico ativamente captado pelas glandulas salivares e liberado na saliva. Na
boca, bactérias anaerdbias facultativas, presentes na superficie da lingua,
reduzem nitrato a nitrito, por utilizar o nitrato como um aceptor final de elétrons
alternativo, durante o processo de respiracdo para produzir ATP. O nitrito salivar
pode ser convertido & NO™ no estbmago, devido ao ambiente acido, onde o nitrito
€ protonado para formar &cido nitroso, o qual é entdo decomposto, formando
NO’ e outros 6xidos de nitrogénio (Castiglione et. al., 2012). Uma parte do nitrito
€ absorvida de maneira intacta, aumentando a circulagdo plasmatica desse
anion (Bescos et. al,, 2011). A maior parte do nitrito salivar “escapa” da
conversdao a NO" no estdbmago e se difunde na circulacdo sistémica; o NO; é
transportado da circulacdo arterial para os vasos de resisténcia, onde a baixa
pressao de O, favorece sua reducdo a NO', causando vasodilatacédo e reduzindo

a presséao arterial (Castiglione et. al. 2012).



Uma captacdo ativa a
de nitrato para as
glandulas salivares
ocorre a partirda
p _corrente sanguiena.

6
Bactérias na
cavidade oral
reduzem nitrato a Nitrato e nitrito na
nitrito corrente sanguinea

advindos da
alimentacéo e da
producdo sistémica de

NO-.
4
§ 4
1 }‘ ﬁ
5
A reduc&o do nitrito a Nitrato e parte do nitrito
NO- ocorre no ambiente s30 absorvidos no O nitrato € excretado
acido do estémago intestino pelos rins

Figura 1- Ciclo nitrato/nitrito/ NO” — (1) o nitrato absorvido da alimentacéo e, na cavidade oral é
reduzido a nitrito por acdo de bactérias. (2) no ambiente &cido gastrico ocorre a reducéo nao
enzimatica do nitrito a NO" e (3) parte do nitrato e o nitrito que nao foi convertido a NO" s&o
absorvidos pelo intestino e, entdo, (4) o nitrato é excretado pelos rins. (5) 0 nitrato e o nitrito
presentes na corrente sanguinea originados a partir da producdo sistémica de NO™ . (6)

Captacéo ativa do nitrato a partir da corrente sanguinea para as glandulas salivares e reinicio do
ciclo. Adaptada de: Lundberg et al. NatureRevDrugsDisc. 7:156 (2008)

O NO; pode ser reduzido a NO’ bioativo por meio da sua reacdo com uma
série de proteinas desoxigenadas contendo grupamentos heme, inclusive na
mitocondria (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 regulagdo da
saturacdo fracionaria da hemoglobina (Hb), sofrendo, portanto, uma regulacéo
alostérica por mecanismos que controlam a afinidade da Hb pelo O,. Isso
permite estabelecer uma relacdo direta entre a demanda de O, e as alteracdes
no fluxo sanguineo. Segundo esses autores, muitas outras proteinas também
tém demonstrado capacidade de reduzir o nitrito a NO' em baixas pressdes de

O, no tecido vascular, mas ndo ha ainda uma relacdo clara entre essas
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atividades e a saturacao fracionaria da Hb. Nas células vermelhas as enzimas
capazes de realizar esse processo incluem a anidrase carbonica e a xantina
oxidoredutase. A hipdtese é de que em baixas pressdoes de O, e em pH
reduzido, essas e outras vias de reducdo de nitrito ndo dependentes de Hb
tornam-se mais proeminentes, hipdtese esta, que ainda precisa ser testada.
Outro mecanismo de estimulo que tem sido proposto para a sinalizacdo do NO',
dependente da saturacdo fracionaria da Hb envolve a S-nitrosohemoglobina
(hemoglobina ligada ao 6xido nitrico) ou a liberacdo de ATP (a partir da enzima
citocromo C oxidase). Esses compostos também tém sido sugeridos como
possiveis responsaveis pela resposta vasodilatadora atribuida ao nitrito (Patel,
et. al., 2011).

As células vermelhas, devido a reacdes que envolvem a Hb presente no
eritrocito tanto consomem quanto produzem NO’ (via reagdo com o nitrito). O
consumo de NO" é menos eficiente em baixas pressdes de O, devido ao fato de
que o NO' reage com a oxi-Hb mais lentamente do que com a desoxi-Hb. A
producédo de NO' é substancialmente elevada em baixas pressées de O,, devido
a reacdo do nitrito com a desoxi-Hb. O efeito final € que relativamente mais NO’
€ produzido do que consumido nas células vermelhas, uma vez que estas,

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

Oxido nitrico e exercicio

O VO, representa a capacidade de cada individuo em captar, transportar
e utilizar O, para producdo de energia, sendo sua mensuragcdo a principal
ferramenta utilizada para avaliar a aptiddo cardiorrespiratoria. Os valores
méaximos alcancados em testes fisicos sdo utilizados como parédmetros para
classificar a populagéo entre sedentarios, fisicamente ativos e atletas, onde
pessoas melhor condicionadas apresentam maiores valores de VO, ao final do
teste. O maior valor de VO, atingido durante um teste de esforco maximo pode
ser denominado VO, pico ou VO, maximo. A diferenca entre eles é somente o
aparecimento de um plat, fase na qual mesmo que haja aumento na
intensidade do exercicio o valor do VO, ndo se altera. Nesse caso, o individuo
atingiu o VO, maximo e 0os aumentos subsequentes na intensidade do exercicio

séo financiados pelo metabolismo anaerébio. Geralmente, atletas atingem VO,



maximo, enquanto o restante da populacdo, quando submetida a um teste para
avaliacdo cardiorrespiratéria apresenta o VO, pico, que aumenta até o fim do
teste em consequéncia do aumento da intensidade do esforco, néo

apresentando plato.

Estudos recentes tém demonstrado que a ingestdo de nitrato inorganico
(seja em forma de suco de beterraba ou de nitrato de sédio) é capaz de reduzir o
VO, pico para a realizacdo de exercicios maximos e subméximos, podendo
aumentar o tempo até a exaustdo em exercicios de alta intensidade. A reducéo
do VO, pico esta relacionada ao conceito de economia de movimento, o qual
coloca que para uma mesma atividade, o individuo com menor VO, pico € mais
eficiente, uma vez que utiliza menos substrato para desenvolver 0 mesmo
trabalho.

Larsen et. al. (2007) testaram o efeito da administracdo com nitrato
inorganico sobre parametros metabdlicos e circulatérios durante a realizacdo de
uma sessdo aguda de exercicio fisico. Nove voluntérios participaram do estudo,
sendo homens, bem treinados com idade de 28+6 anos. Durante dois periodos
de trés dias, separados por 10 dias, os voluntarios foram suplementados com
nitrato de sodio a 0.1mmol/kg de peso corporal/por dia dissolvido em 250 ml de
agua ou placebo (cloreto de s6dio ha mesma concentracao do nitrato de sédio) e
instruidos a evitar todos os alimentos com conteudo de nitrato considerado entre
alto e moderado (carnes vermelhas, beterraba, morango, uva, cha, espinafre),
além de produtos contendo tabaco e bebidas alcéolicas. A dosagem diaria de
nitrato correspondeu & quantidade normalmente encontrada em porcées de 150g
— 2509 de vegetais ricos em nitrato como beterraba, alface e espinafre. Para
verificar o efeito da suplementacdo com nitrato no desempenho fisico, foi
realizado um teste submaximo de carga incremental em cicloergbmetro com
cinco estagios (intensidades de 45, 60, 70 80 e 85% do VO, pico, previamente
calculado um teste anterior), durando cinco minutos cada estagio, sem descanso
entre os estagios, e apdés 8 minutos de repouso um teste com carga constante
na intensidade do VO, maximo até a exaustdo. Como resultado, esses autores
encontraram que a suplementacdo com nitrato de sédio resulta em menor custo
de O, durante a realizacéo de exercicio submaximo realizado em cicloergdbmetro,

sem aumento na concentracdo de lactato e nos parametros cardiorrespiratorios
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avaliados (ventilacdo, producdo de dioxido de carbono, frequéncia cardiaca e
taxa de troca respiratoria), o que sugere uma producdo de energia mais
eficiente.

Em um segundo estudo realizado pelo mesmo grupo (Larsen et.al., 2009),
com desenho experimental semelhante (nove voluntarios homens, nao fumantes
com idade de 30+2.3 anos), verificou-se que reducao do VO, pico em exercicio
de alta intensidade realizado apds suplementagdo com nitrato de sédio durante
dois dias (0.1mmol/kg de peso corporal/dia). Apesar da reducdo no VO, pico o
tempo até a exaustdo durante a realizacdo do exercicio incremental em
cicloergbmetro néo foi reduzido, comparado ao grupo placebo.

Outros autores propuseram um estudo para verificar se a suplementacao
com nitrato inorganico na forma de suco de beterraba poderia reduzir o custo de
O, para a realizacdo de exercicio submaximo e aumentar o tempo até a
exaustdo em exercicio de alta intensidade em homens saudaveis. Participaram
do estudo oito participantes homens, fisicamente ativos, com idade de 26+7
anos, ndo fumantes e que nao utilizavam nenhum tipo de suplemento alimentar.
Apoés a realizacdo de um teste para a determinacdo do VO, pico os voluntarios
foram randomicamente divididos em grupo placebo e experimental, realizando
por seis dias suplementagéo com nitrato (5.5 mmol/dia administrado sob a forma
0.5 litros de suco de beterraba/dia) ou placebo (suco de groselha preta néo
contendo nitrato). Os sujeitos foram orientados a se absterem de alimentos ricos
em nitrato durante todo o periodo do estudo. Nos trés dUltimos dias de
suplementacao os voluntéarios realizaram sessfes de exercicios de moderada e
alta intensidades em cicloergdbmetro. Verificou-se que durante a realizacdo de
exercicio de intensidade moderada apds a suplementacdo com nitrato, a
extracdo fracional de O, pelos musculos (analisada por um sistema de
espectroscopia infravermelha) foi reduzida, assim como a captacéo pulmonar de
O, apos a realizagdo desse tipo de exercicio. Durante a realizagdo de exercicio
intenso o componente lento do VO, foi reduzido e o tempo até a exaustdo foi
aumentado, devido & suplementacdo com nitrato (Bailey et. al, 2009).

Um estudo prop0s verificar o efeito de uma unica dose de nitrato de sodio
ingerida antes do inicio de uma sessao aguda exercicio no tempo de exaustao

de 11 atletas de endurance (homens, ciclistas e triatletas com idade de 34.3+4.8
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anos) em exercicio de alta intensidade. Trés horas apds suplementacdo com
uma dose de nitrato de sédio de 10mg.kg” de peso corporal ou a mesma
quantidade de placebo (cloreto de sédio), os voluntarios completaram um teste
intermitente em cicloergdbmetro em intensidades submaximas (entre 2 e 3.5 W/kg
de peso corporal) e outro teste de carga incremental até a exaustao voluntaria.
Os autores verificaram que a suplementagdo com uma Unica dose de nitrato de
soédio aumentou os niveis plasméticos de nitrito na mesma propor¢cdo quando
comparada com a suplementacdo realizada por dois dias. Além disso, o0s
resultados encontrados apoOs a realizagcdo dos exercicios demonstraram, ao
contrario de outros estudos que o VO, em intensidades de exercicio de baixa a
moderada ndo € otimizado pela suplementacdo; entretanto, em intensidades
maximas o VO, pico foi significativamente reduzido, sem alterar o tempo até a
exaustao (Bescos et.al., 2011).

Os mecanismos pelos quais a suplementagcdo com nitrato reduz o custo
de O, para a realizacdo de exercicio fisico ainda ndo estdo totalmente
elucidados, mas acredita-se que pode ser devido a melhoria na eficiéncia
mitocondrial. Foi demonstrado que a suplementacdo com nitrato de sddio por
trés dias (0.3 mmol/kg de peso corporal/dia) aumenta a eficiéncia fosforilativa
mitocondrial de humanos, avaliada pela razdo P/O (O, consumido por ATP
produzido), a qual correlacionou-se com a reduc¢éo no custo de VO, pico durante
a realizacao de exercicio em cicloergbmetro. Além disso, a ingestdo de nitrato
inorganico reduziu a expressao da translocase ADP/ATP, uma proteina
envolvida na condutancia de protons, a qual € responsavel por desfazer o
gradiente de protons, aumentando a dissipacdo de energia e reduzindo a
producdo de ATP e consequentemente a eficiéncia mitocondrial (Larsen et. al.,
2011).

Outro estudo, utilizando exercicio para a extensdo do joelho e por
espectroscopia por ressonancia magnética para acessar as alteragbes
metabdlicas musculares encontrou que a redu¢éo nos niveis de fosfocreatina foi
atenuada e o turnover de ATP foi menor, apds a suplementacdo com nitrato,
quando comparados ao grupo placebo. Esses resultados indicam que o nitrato
também tem efeitos fora da mitocdndria, possivelmente nos filamentos contrateis

de actina e miosina ou estruturas ligantes ao célcio (Bailey et. al., 2010).
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Como se pode observar os resultados acerca dos estudos envolvendo
suplementacdo com nitrato inorganico e exercicio apresentam controversias.
Uma das razdes que podem explicar os diferentes resultados encontrados sao
as distintas metodologias aplicadas nos estudos como, por exemplo, a duracéo
do periodo de suplementacéo, os diferentes protocolos de exercicio utilizados e
o estado de treinamento dos individuos, o que torna dificil a comparacdo de
resultados.

Oxido nitrico e estresse oxidativo

Por ser um agente redutor fraco, o NO" pode agir com o anion superéxido
(O2), um radical livre com capacidade oxidante, produzindo peroxinitrito
(ONOO)), reacao essa que ocorre rapidamente (reacdo 1), cerca de trés vezes
mais rapido do que a dismutacao do O, para produzir peréxido de hidrogénio
(H20>) e ainda mais rapido do que a reagdo do NO' com proteinas que contem

grupo heme. Assim essa € a primeira reacao que ocorre quando ambos estdo

presentes.

O, + NO ==>» ONOO (Reacdo 1)

Segundo Powers & Jackson (2008), o peroxinitrito (ONOQO") ou sua forma
protonada (ONOOH) é um potente agente oxidante capaz de levar & deplecéo
de grupos tiol, danos no DNA e nitracdo de proteinas. Um efeito adicional da
formacdo de ONOO' é a reducao da biodisponibilidade do superéxido e do NO'.

O aumento da formacdo de agentes pro-oxidante pode causar um
desbalanco entre as espécies oxidantes e antioxidantes, em favor das moléculas
oxidantes, levando a perturbacdes na sinalizagdo do controle redox e dano
molecular (Powers et. al.,, 2011). Os danos oxidativos incluem danos no DNA,
alteracdo na estrutura de lipideos e proteinas, levando a sua inativacéo, dentre
outros. Ja € bem descrito na literatura que o exercicio agudo, aumenta a
producdo de espécies pro-oxidantes, o que pode levar ao desbalanco redox
(Bloomer & Goldfarb, 2004; Bloomer et. al., 2005; Fisher-Wellman & Blooman,
2009). Entretanto, sabe-se que o exercicio 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 nivel de radicais livres é
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importante para a adaptacdo do organismo ao exercicio fisico, o que estimula o
aumento defesas antioxidantes, mas um nivel exacerbando dessas moléculas
gera desbalanco redox, o que pode levar ao dano oxidativo de biomoléculas e

causar efeitos deletérios sistémicos.

A relacdo entre a ingestao de nitrato inorganico e o dano oxidativo ainda
nao € bem estabelecida. Poucos estudos abordam essa tematica e por essa
razdo, fazer inferéncias sobre o real efeito da suplementagdo com nitrato de
sodio no balanco redox ainda néo é possivel.

Carlstrom et. al (2010), testaram se a suplementacéo crénica com nitrato
de sédio (oito semanas), em duas concentracdes diferentes (0.1 ou 1 mmol de
nitrato/kg de peso corporal/dia) desempenhava efeitos terapéuticos em ratos
com doenca cardiovascular e renal. No que se refere ao dano oxidativo,
mensurado a partir das dosagens de malondialdeido (MDA) plasmaico e de VI
F2-isoprostanos (iPF2a-VI) e 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG), ambos na
urina, verificou-se reducdo no estresse oxidativo tanto em baixas quanto em
altas concentracdes de nitrato, o que sugere um papel protetor do NO" gerado a
partir da ingestdo de nitrato inorganico, nos danos oxidativos causados nessas
doencas. Os possiveis efeitos do NO’ na reducdo do estresse oxidativo podem
estar relacionados, a eliminacdo do O, pelo NO’ derivado do nitrato e também a
inibicdo da producdo de EROs a partir dos sistema mitocondrial, da xantina
oxidase, da NADPH oxidase e do citocromo 450 pela producédo de o6xidos de
nitrogénio a partir do nitrato.

Em relacdo a reducdo da producdo mitocondrial de EROs, essa pode ser
devida a nitrosilagcdo e consequente inibicdo do complexo | da cadeia de
transporte de elétrons, demonstrado por Shiva et. al. (2007) em um modelo de
isquemia e reperfusao, situacdo que acontece, por exemplo, na realizacdo de
exercicio resistido, assim como em algumas doencas, aumentando a producao
de EROs. Esses autores demonstraram que o nitrito, em concentracdes
nanomolares, atenua a transferéncia de elétrons e reduz efetivamente a geragéo
de EROs durante a reperfusdo, por modificacdo e inibicdo do complexo | por
nitrosilagcado pos-translacional, amenizando a inativagéo oxidativa dos complexos
Il e IV e da aconitase, impedindo assim a permeabilidade mitocondrial por
abertura do poro de transicao e a liberagdo do citocromo c. Essa inibicdo parece
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ocorrer somente em situacbes de hipdxia ou de estresse redox, nao
acontecendo em situagoes de homeostase, nas quais a inibicdo do complexo |
resultam em aumento na producéao de EROs (Shiva et. al., 2007).

Ja é descrito na literatura, que o exercicio fisico agudo, tanto aerdbio
guanto anaerdébio, promove alteracdes no estado redox do organismo, devido ao
aumento na producéo de radicais livres (Bloomer & Goldfarb, 2004; Bloomer et.
al., 2005; Fisher-Wellman & Blooman, 2009; Berzosa et. al., 2011). Entretanto,
nao ha relatos a respeito do efeito da suplementacdo com nitrato no estado
redox do organismo, durante a realizacdo de exercicio agudo. Essa avaliacdo se
faz importante uma vez que a suplementagcdo com nitrato inorganico vem sendo
utilizada buscando melhoria no desempenho de atletas e pessoas fisicamente

ativas.
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Capitulo 2

Efeitos da suplementacéo aguda com nitrato de
sodio no balanco redox, na pressao arterial, no
VO, pico e no desempenho de homens
fisicamente ativos durante exercicio maximo

(Submetido e formatado segundo as normas da revista Eupean Journal of Applied Physiology)
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Resumo
A suplementacdo de nitrato inorganico apresenta inumeros efeitos na

salde e respostas fisioldgicas ao exercicio. Diante disso, a proposta do presente
estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo aguda com nitrato de sddio, no
desempenho (poténcia maxima e distancia percorrida), no VO, pico e no balango
redox de homens jovens, saudaveis, submetidos a um teste de esforco maximo
em cicloergdmetro. A amostra foi composta por 12 homens (23 + 3,39 anos,
179,41 + 7,72 cm, 72,86 + 10,14 kg). Os individuos foram submetidos
aleatoriamente a duas suplementacdes: nitrato de sddio ou placebo (cloreto de
s6dio) a 10 mg. Kg* de peso corporal de forma duplo cego cruzado e com
intervalo de 96 horas entre as fases. Os voluntarios foram submetidos a um teste
incremental em cicloergbmetro até a exaustdo voluntéaria e foram avaliados
marcadores do estado redox, FC, presséao arterial, 0 VO, pico e o desempenho
no teste. Trés horas apOs a suplementacdo com nitrato de sodio as
concentracfes plasmaticas de nitrito plasmatico foram maiores no grupo
suplementado em relacéo ao grupo placebo tanto antes (48,50+£12,64 pMol/L vs
67,45+20,78 pMol/L) quanto apdés o teste de esforco maximo (54,75+11,82
uMol/L vs 80,33 +22,87). Além disso, a suplementacdo aguda com nitrato de
sé6dio ndo reduziu o VO, pico (42,81+6,69 mL.kg™.min placebo vs 42,46+5 45
nitrato), ndo alterou tanto a presséao arterial sistolica (117+8,02 mmHg placebo
vs 120,3+6,97mmHg nitrato) quanto a diastdlica (81,17+11,86 mmHg placebo vs
81,0£9,20 mmHg nitrato) e ndo melhorou o desempenho (7,52+1,32km placebo
vs 7,58+1,27km nitrato) . Avaliando o balanco redox ha indicios de alteracfes do
mesmo, entretanto, outras andlises precisam ser realizadas para tal
confirmacédo. Podemos concluir que a suplementacdo aguda de nitrato nao
melhora o desempenho de individuos saudaveis e submetidos a um teste de

esforco maximo.

Palavras-chave: Oxido nitrico, nitrato, nitrito, consumo de oxigénio,

desempenho, estado redox.
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Introducéao
O nitrato (NO3’) e o nitrito (NO3"), considerados anteriormente moléculas

indesejadas com efeitos potencialmente deletérios ou como produtos finais do
metabolismo do 6xido nitrico (NO") tém ganhado relevancia por ser uma fonte
alternativa de producdo dessa molécula (Bescés et. al.,, 2011). O NO' é um
radical livre, cuja sintese resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios
guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina (Dusse et. al., 2003).
Essa reacdo pode ser catalisada por trés isoformas da enzima o6xido nitrico
sintase (NOS), a a NO-sintase neuronal (nNOS), a NO-sintase endotelial e a a
NO-sintase indutivel (iNOS) (Tengan et. al, 2012). Em condi¢cdes de hipdxia
fisiolégica e acidose metabdlica, a producdo enzimatica de NO' pode estar
prejudicada. Nessas situacdes, o nitrito (NOz), € uma fonte alternativa de NO’
bioativo (Bescos et. al.,, 2011). O NOj3 advindo da alimentacdo é rapidamente
absorvido no trato gastrointestinal superior, sendo captado pelas glandulas
salivares e liberado na saliva. Na boca, bactérias anaerobias facultativas,
reduzem NO3z™ a NOy', que pode ser convertido a NO" no estbmago, sendo uma
parte absorvida de maneira intacta, aumentando sua concentracdo plasméatica
(Lundberg e Govoni, 2004).

Estudos recentes tém demonstrado que a ingestdo de nitrato inorganico é
capaz de reduzir o VO, pico para a realizacdo de exercicios maximos e
submaximos, podendo aumentar o tempo até a exaustdo nesse tipo de atividade
(Larsen et. al., 2007; Bailey et. a., 2009; Larsen et. al., 2010; Bescos et. al.,
2011; Larsen et. al., 2011). A reducdo do VO, pico pode estar relacionada a
melhoria na eficiéncia fosforilativa mitocondrial, mensurada pela quantidade de
oxigénio consumida por ATP produzido, conhecida como razdo P/O (Hinkle et.
al., 2005). Além disso, a queda nos valores de VO, pico pode ser devida
também, a um menor custo de ATP para a producdo muscular de forca, o que
tem relacdo com uma reducdo na taxa de turnover de ATP nos midcitos por
reducdo das alteracdes nos fosfatos de alta energia, o que reduz o estimulo para

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

Nessa perspectiva, Bailey et. al. (2009) verificaram que trés dias de
suplementacdo com suco de beterraba (rico em NOjz) reduzem

significativamente o custo de O, para a realizacdo de exercicio submaximo e
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aumenta o tempo até a exaustdo em exercicio de alta. Outro estudo demonstrou
que a suplementacdo aguda com nitrato de sédio (0.1 mmol.kg™t.dia™) reduz
significativamente o VO, pico sem aumentar o tempo até a exaustdo em
exercicio de alta intensidade (Larsen et. al., 2010). Corroborando esses
achados, outros autores, verificaram que a suplementacdo aguda com nitrato de
sédio (10 mg.kg™) reduziu o VO, pico sem alterar a carga maxima de trabalho
em exercicio de alta intensidade, ndo promovendo efeito em exercicio de

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

Sabe-se que na adaptacao fisioldgica ao exercicio fisico o 6xido nitrico
desempenha funcdo importante, uma vez que o aumento da vasodilatacdo
proporciona melhor aporte de oxigénio para a musculatura ativa. Entretanto, por
ser um agente redutor fraco, o NO' pode reagir com anion superéxido (O2")
produzindo peroxinitrito (ONOOQO"), reacdo essa que ocorre rapidamente (Powers
& Jackson, 2008). Dessa forma, na presenca de O, o NO  em altas
concentragbes pode aumentar o dano oxidativo, dependendo da condigao
fisiologica, uma vez que o peroxinitrito € um potente agente oxidante capaz de

levar a deplecéo de grupos tiol, danos no DNA e nitracdo de proteinas.

O aumento da formacdo de agentes pré-oxidantes pode causar um
desbalanco entre as espécies oxidantes e antioxidantes, em favor das moléculas
oxidantes, levando a perturbacbes na sinalizacdo do controle redox e dano
molecular (Powers et. al., 2011). Os danos oxidativos incluem danos no DNA,
alteracdo na estrutura de lipideos e proteinas, levando a sua inativacéo, dentre
outros. J& é bem descrito na literatura que o exercicio agudo, aumenta a
producdo de espécies pro-oxidantes, o que pode levar ao desbalanco redox
(Bloomer & Goldfarb, 2004; Bloomer et. al., 2005; Fisher-Wellman & Blooman,
2009). Entretanto, sabe-se que o exercicio 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 nivel de radicais livres é
importante para a adaptacao do organismo ao exercicio fisico, o que estimula o
aumento defesas antioxidantes, mas um nivel exacerbando dessas moléculas
gera desbalancgo redox, o que pode levar ao dano oxidativo de biomoléculas e

causar efeitos deletérios sistémicos.
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A relacdo entre a ingestao de nitrato inorganico e o dano oxidativo ainda
ndo é bem estabelecida. Poucos estudos abordam essa temética e, por essa
razdo, fazer inferéncias sobre o real efeito da suplementagdo com nitrato de
sédio no balanco redox ainda ndo € possivel. Dessa forma, a proposta do
presente estudo é avaliar o efeito da suplementagcdo aguda com nitrato de sédio
no balanc¢o redox, no desempenho (poténcia maxima, distancia percorrida), e no
VO, pico de homens submetidos a um teste maximo. Nossa hipétese é de que a
suplementacao reduz o VO, pico e melhora o desempenho em teste incremental

até a exaustdo, promovendo um desbalanco redox em favor dos pré-oxidantes.

Métodos

Participantes
Os voluntarios foram recrutados na Universidade Federal de Uberlandia.

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, ndo fumantes, que n&o
apresentavam nenhum tipo de doenca crbnica, doenca cardiovascular e
limitacdo fisiolégica ou ortopédica para a realizacdo de exercicio fisico. O
estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica e Pesquisa em Humanos da
Universidade Federal de Uberlandia (parecer nimero 306.988/2013 — anexo |) e
cada participante preencheu um termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo 1), no qual os riscos da sua participagdo na investigagao proposta foram
explicados.

Visitas e orientacdes
Os voluntérios visitaram o laboratorio em trés ocasides. Na primeira visita

foi feita avaliacdo da composicdo corporal por bioimpedéancia (Balanca de
bioimpedancia tetrapolar, Tanita BC558), familiarizagdo com o
cicloergbmetro (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 realizacdo dos testes fisicos,
executados em condic¢des idénticas (22°C), sempre no periodo da manha (das 9
as 10:30) . Para a realizacdo dos testes os voluntarios foram orientados a se

absterem de qualquer tipo de atividade fisica vigorosa por um periodo de 48
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horas. Cada voluntario repetiu o segundo teste no mesmo horario do teste

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

Suplementacao
Os participantes foram aleatoriamente divididos em um estudo cruzado e

duplo-cego, recebendo uma Unica dose de nitrato de sédio (10 mg. Kg™ de peso
corporal) ou placebo (cloreto de sédio), dissolvidos em 250 ml de agua. As duas
bebidas eram indistinguiveis pelo gosto ou aparéncia. Os individuos receberam
a bebida pronta (nitrato ou placebo) e foram orientados a ingeri-la trés horas
antes do teste, devido a cinética do nitrato e o pico de nitrito circulante, como
demonstrado por outros autores (Bescos et. al., 2011). Durante esse periodo foi
aconselhado que os voluntarios permanecessem em repouso e ndo ingerissem
nenhum tipo de alimento ou bebida, a ndo ser dgua para garantir um estado de
hidratacdo adequado. Foi recomendada uma dieta restrita em alimentos
contendo nitrato (vegetais verdes, beterraba, morango, uva, cha e carnes
vermelhas) 48 horas antes da realizacéo dos testes. Além disso, foi sugerido que
fosse evitado o consumo de &lcool, de produtos a base de cafeina e de
suplementos dietéticos. Os testes foram separados por um periodo minimo de
96 horas.

Protocolo de testes e mensuracao do VO, pico
O teste fisico no cicloergbmetro consistiu de um teste incremental até

exaustao voluntaria, com incrementos de 45 watts a cada dois minutos e rotacéo
fixa de 90 rpm. Os critérios para finalizacdo do teste seguiram as
recomendacgBes do Colégio Americano de Medicina do Esporte (Garber et. al.,
2011). A poténcia maxima atingida no teste foi calculada através da seguinte

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

poténcia = rotacdo (rpm) X carga total alcangcada ao final do teste

(soma dos incrementos realizados a cada dois minutos)

O consumo de oxigénio (VO;) foi mensurado por meio de um analisador
de gases computadorizado (Fitmate Pro, Cosmed Srl, Italy). A calibracdo e a
utilizacdo do aparelho foram feitas de acordo com o manual de instrugdes do
fabricante. O VO, pico foi considerado o maior valor de VO, atingido durante a
realizacdo do teste.
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Durante todo o teste a frequéncia cardiaca (FC) foi monitorada atraves de
um frequencimetro (Polar FS2C). Além da FC e do VO,, a pressao arterial (PA)
também foi monitorada, antes e apos o teste.

Coleta sanguinea e andlises laboratoriais

Antes do inicio do teste e cinco minutos apdés o término, foi coletado
sangue da veia anticubital (10 ml), por meio de puncdo venosa. O sangue foi
coletado em tubos Vacutainer® contendo anticoagulante (EDTA). Apos a coleta,
o sangue foi imediatamente centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C para
a separacdo do plasma e das células sanguineas, a partir das quais foi
preparado o hemolisado. As andlises sanguineas foram realizadas

imediatamente apods a coleta.

A determinacéo do nitrito plasmatico foi feita a partir da reacdo de Griess
(Giustarini et. al., 2008), sendo as amostras sanguineas imediatamente
centrifugadas ap0s a coleta para evitar a rea¢do do nitrito com a hemoglobina.
Para o ensaio, 50uL do plasma foram incubados com 50uL do reagente Griess
(sulfanilamida 1% em acido fosférico a 2,5%, e N-(1-Naphtyl) etilenodiamida
dicloridrato a 0,1%) a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi
mensurada espectofotometricamente a 570 nm utilizando uma leitora de
microplaca (Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA). O conteudo de nitrito foi
calculado, baseado em uma curva padrdo, construida com NaNO, nas
concentragdes de 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 e 3.12 pM.

Ainda no plasma foram avaliados a atividade antioxidante total e a
peroxidacao lipidica. A atividade antioxidante total foi avaliada por meio da
reducéio do ferro no seu estado férrico (Fe®") para seu estado ferroso (Fe?*) em
pH baixo, formando o complexo ferro-tripiridiltriazina (TPTZ) de coloracao azul
intensa, lido espectofotometricamente a 593 nm (Benzie & Stain, 1996). Os
reagentes incluem tamp&o acetato de sédio (300 mM. L™, pH 3.6), e 16 ml de
C,H40, por litro de tamp&o; 10 mmol . L™ de TPTZ preparado em HCL a 40
mmol . L™ e cloreto férrico (FeCls.6H,0) a 20 mM, preparado no tamp&o acetato
de sédio (300 mM. L™, pH 3.6). O reagente de trabalho foi preparado

adicionando-se 25 ml de tampéao acetato de sddio, 2.5 ml da solucdo de TPTZ e
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2.5 ml da solucéo de FeCl3;.6H,0, sendo aquecido a 37°C por cinco minutos. Na
microplaca foram adicionados 10 pL da amostra, 25 pL de agua destilada e 250
pL do reagente de trabalho, incubados a 37°C por seis minutos. A absorbancia
foi mensurada em espectofotbmetro a 593 nm utilizando uma leitora de
microplaca (Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA). A atividade antioxidante
total foi calculada, baseada em uma curva padréo contruida a partir de trolox,
nas concentracdes de 1000, 800, 400, 200, 200 e 50 pM. Os reagentes foram
preparados imediatamente antes do experimento, com excessdo do tampao

acetato que pode ser preparado antes e armazenado em geladeira.

A peroxidacéo lipidica foi medida através da formacéo de subprodutos da
lipoperoxidacéo (malondealdeido — MDA), que sdo substancias reativas ao
aquecimento do acido tiobarbittrico (TBA). Este método consiste na analise dos
produtos finais da peroxidacao lipidica (peroxidos lipidicos, malondialdeido, e
outros aldeidos de baixo peso molecular) que, ao reagirem com o0 acido 2-
tiobarbitarico (TBA), formam bases de Schiff. Esses complexos sé@o coloridos e
sua concentracdo pode ser determinada espectrofotometricamente. Utilizou-se
tampdo KPE (potassio, fosfato e EDTA) para diluir as amostras (1:4 v/v),
preparado a partir de 6,89 de KH,PO, em 500 ml de H,0, 8,4 g de K;HPO4 em
500 ml de H,O. Para o reagente final misturou-se 80 ml da solucdo de KH,PO4 a
420 ml da solucdo de K,HPQ,, juntamente com 930 mg de EDTA. Apés a
diluicdo, adicinou-se 100 L de acido tricloacético a 10% (TCA 10%) a 200 pL 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. Apds a centrifugacdo 250 pL do
sobrenadante foram retirados de cada amostra e entdo 300 pL do acido
tiobarbitdrico (TBA) a 50 mmol foram adicionados. Apoés a adigdo 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 a microplaca 150
puL de amostra em duplicada, as quais foram lidas espectrofotometricamente a
532nm. A concentracdo dos produtos de peroxidacao lipidica foi calculada
baseada em uma curva padrdo construida a partir de malondialdeido nas
concentracgdes de 100, 50, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 pmol.

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

decomposicdo do peroxido de hidrogénio, lida a 240 nm em espectrofotdmetro
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(Aebi, 1984). O reagente de trabalho, preparado imediatamente antes do
experimento € composto por tampdo fosfato de sodio (NaH,PO, 50mM e
Na,HPO, 50mM) e peroxido de hidrogénio a 30%. A proporgéo é de 1000ml de
tampéao para 340uL de perdxido. Antes da leitura as amostras foram diluidas em
tampéao fosfato (1:10 v/v). Todas leituras foram feitas em cubeta de quartzo. O
branco foi lido previamente as amostras, contendo apenas tampéao fosfato (1000
ML) e em seguida, as amostras foram lidas em duplicata, adicionando-se a
cubeta 1000 pL da solucédo de trabalho e 10 pL do hemolisado diluido. O
consumo do peroxido de hidrogénio foi monitorado durante 30 segundos,
anotando-se as absorbancias a cada intervalo de 15 segundos. O célculo da
atividade da catalase é dado pela equacédo: [ ((t0 — t30) . 10) / [ ] proteina] . 30,
sendo t0 o tempo de leitura inicial, t30 o tempo de leitura final, 10 o fator de
diluicdo da amostra e 30 o tempo total de leitura. A quantificacdo de proteina
total é necessaria para o calculo. A dosagem de proteina total das amostras foi
realizada de acordo com o protocolo de Bradford (1976) adaptado para
microplaca. Em cada poc¢o da microplaca foi adicionado 5uL do hemolisado
diluido (1:350 v/v), 95uL de agua deionizada e 200uL do reagente de Bradford.
O ensaio foi realizado em duplicata e lido a 595nm a temperatura ambiente.

Andlise Estatistica
Os dados foram testados quanto & normalidade utilizando o teste de

Shapiro-Wilk antes das anélises. Nenhuma transformacéo foi necesséria para as
variaveis analisadas. As concentracdes de nitrito, assim como a atividade
antioxidade total, a peroxidacdo lipidica e a atividade da catalase, pré e pés
exercicio foram transformadas em média e comparadas entre os grupos placebo
e suplemento utilizando teste t pareado bicaudal. O VO, pico pés teste, do grupo
suplementado e do grupo placebo também foram transformados em média e
analisados utilizando teste t pareado bicaudal. Para todas as analises, o nivel de
significancia foi de p<0,05. Os resultados sdo apresentados como meédia e
desvio padréo da média.

Resultados

Concentracdes plasmaticas de NO?
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A média dos valores das concentracdes plasmaticas de NO* pré e pés
teste nos grupos placebo e suplemento estdo representadas na Fig. 1. Como
esperado, os voluntarios que receberam uma Unica dose de nitrato de sédio
apresentaram elevacdes nas [NO?] quando comparados ao grupo placebo, tanto

pré quanto pos teste.
Marcadores de estresse oxidativo

Catalase
A atividade da catalase nos grupos placebo e suplemento pré e pos teste

esta representada na Fig. 2 No grupo placebo ndo houve diferenca significativa,
enquanto no grupo suplementado a atividade de catalase pés teste apresentou

uma reducdo, comparado ao pré teste.
Atividade Antioxidante Total

A atividade antioxidante total esta representada na Fig. 3. O grupo
placebo apresentou um aumento significativo pdés teste, enquanto ndo foi

encontrada diferenca no grupo suplementado.

Peroxidacao Lipidica
A peroxidacdo lipidica, indicada pelas substancias reativas ao

aquecimento do acido tiobarbiturico, esta representada na Fig. 4. Ndo houve
diferenca significativa pré e pos exercicios com nenhum dos dois tratamentos,

placebo ou nitrato de sodio.

VO, pico, poténcia maxima, distancia e PA
As médias do VO, pico, da poténcia maxima e da distancia percorrida

nos testes, assim como da PA pré e pés, nos grupos placebo e suplemento
estdo representados na Tabela 2. N&o foram observadas diferencas
significativas nos valores de nenhuma dessas variaveis apds o tratamento com
nitrato de sédio. A razdo poténcia maxima/VO, pico esta representada na Fig.

5. Nao houve diferencga significativa entre os grupos placebo e suplementado.

Discusséo
O principal achado do estudo é que a suplementagdo aguda com nitrato
de sodio inibe a atividade da catalase e ndo promove alteracbes tanto na

atividade antioxidante total, quando na peroxidacao lipidica. Além disso, o nitrato
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nao foi eficiente em reduzir o VO, pico e a PA e ndo melhorou o desempenho no
teste maximo em cicloergbmetro. Esse foi o primeiro estudo avaliando o balanco

redox apds a suplementagcdo com nitrato de sédio em um teste fisico maximo.

A catalase é uma das enzimas que compdem o sistema endogeno de
defesa antioxidante. Sua principal funcdo € quebrar o peréxido de hidrogénio
(H202), um composto reativo capaz de gerar radicais livres, em H,O e O,. .De
forma interessante, a atividade da catalase apresentou reducdo pdés teste
somente no grupo suplementado. Entretanto, estudos tém demonstrado
aumento na atividade da catalase apds exercicio fisico de alta intensidade, o que
representa um mecanismo protetor tecidual contra a geracédo de H,O, (Berzosa
et. al, 2011; Aguil6 et. al., 2004; Terblanche, 1999; Ji & Fu, 1992).

A reducéo da catalase no grupo que recebeu nitrato de sodio pode ser
devido ao fato de que o NO tem a capacidade de ligar-se a proteinas que
contem ferro em sua estrutura. A catalase, assim como a hemoglobina
apresenta grupamentos heme, os quais sdo imprescindiveis para a conversao
de H,0, em H,O e O,. De acordo com Brown (1995), a ligacdo do NO™ ao ferro
presente no sitio ativo da catalase, pode ter sido a causa da reducdo da
atividade da enzima antioxidante. A ligacdo do NO a catalase inibe a atividade
da enzima, provavelmente por competicdo com o H,O,. As consequéncias dessa
inibicdo estdo relacionadas ao aumento dos niveis de H,O, e subsequentemente
do dano tecidual (Brown, 1995).

A o processo de peroxidacao lipidica refere-se a uma cascata de eventos
bioguimicos resultante da acdo dos radicais livres sobre os &cidos graxos
insaturados, levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de
troca de metabdlitos e, numa condi¢cdo extrema, morte celular (Benzie, 1996).
Por outro lado, a atividade antioxidade total do plasma representa a capacidade
que os antioxidantes ndo enzimaticos tem em conjunto de resistir ao dano
oxidativo (Benzie & Stream, 1996). O acido Urico representa cerca de 60% da
resposta antioxidante avaliada no ensaio, enquanto acido ascorbico, a-tocoferol,
proteinas e bilirrubina representam 15, 5, 10 e 5%, respectivamente (Benzie &
Stream, 1996).
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Apesar da reducao na atividade da catalase no grupo suplementado, nao
houve aumento da peroxidacdo lipidica, assim como da atividade antioxidante
total, a qual s6 aumentou no grupo placebo. Outros estudos também né&o
verificaram aumentos na peroxidacao lipidica apds a realizacdo de exercicio
agudo (Leaf et. al., 1997; Groussard et. al., 2003; Bloomer et. al., 2006). Leaf et.
al. (1997) justificaram que a manutencdo nos valores de peroxidacdo lipidica
pode ser devida ao fato de que o malondealdeido, assim como outros produtos
de peroxidacéo lipidica, podem ser eliminados do plasma por varios mecanismos
incluindo excrecdo, catabolismo ou redistribuicio para outros tecidos.
Corroborando os achados de Leaf et. al. (1997), Groussard et. al. (2003),
assumiram que no periodo pos exercicio houve remocao do malondealdeido
plasmatico e também por essa razdo ndo foram encontradas diferencas entre os

niveis pré e pos-teste.

No que se refere a capacidade antioxidante total do plasma, ha relatos na
literatura tanto de aumento quanto manuteng&o nos valores pré e pos exercicio
agudo. Foi demonstrado por Popovic et. al., (2012) que a atividade antioxidante
total do plasma ndo aumenta em animais submetidos a um teste agudo de
natacdo até a exaustao. Para esses autores, uma vez que o estado antioxidante
exibe diferencas na magnitude da resposta em orgaos distintos e de acordo com
o protocolo de exercicio utilizado, alteracdes podem facilmente ser perdidas
quando a amostra é avaliada somente em um ponto apds o exercicio. Outro
estudo verificou aumento da atividade antioxidante total do plasma em uma
sessdo aguda exercicio resistido, mas ndo observou alteragcbes apos a
realizacdo de exercicio aerébico em individuos eutroficos (Vincent et. al., 2004).
Os resultados encontrados por esses autores sugerem que a mobilizacdo das
defesas antioxidantes varia de acordo com o tipo de exercicio realizado (Vincent
et. al., 2004). Entretanto, em nosso estudo, o exercicio realizado foi 0 mesmo
tanto na condicdo placebo quanto na condicdo suplemento, o que de acordo
com os estudos citados acima, nao justifica as diferencas encontradas pos teste,

nos dois grupos.

O que pode justificar as respostas encontradas por nés em relacdo a
atividade antioxidante total, € o fato de que o acido urico pode ligar-se

diretamente e irreversivelmente ao NO-, formando 6-aminouracil (Gersch et. al.,
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2008), o que reduz as concentracdes tanto de acido urico, quanto de NOe-. O
acido udrico é responsavel por cerca 60% da resposta antioxidante total do
plasma (Benzie & Strain 1996), e o fato de a suplementagcdo com nitrato poder
aumentar os niveis NO- pode ter relagcdo com a reducédo nas concentracdes de
acido urico, e consequentemente, na atividade antioxidante total. De acordo com
Gersh et. al. (2008) a reagdo do acido urico com o NO- pode ser parcialmente
bloqueada pela glutationa. Entretanto devido a reducdo da atividade da catalase
pode ser que a producédo de H,O, tenha aumentado assim como o consumo de
glutationa, uma vez que esta € oxidada no processo de metabolizacdo do H,O..
Dessa forma, os niveis de glutationa ndo teriam sido eficientes para bloquear a

reacao entre o acido urico com o0 NOe.

Em relacdo a PA ao VO, pico e ao desempenho no teste ndo foram
observadas alteracdes ap6s a suplementacdo. No que se refere a PA nossos
dados corroboram os achados de Miller et. al. (2012), que ndo observaram
reducdo na PA apls trés dias de suplementacdo em idosos saudaveis. De
acordo com os autores, a ndo reducdo da PA apés a suplementacdo pode ser
devida a variabilidade na mensuracédo da PA e ao tamanho reduzido da amostra
(n=8). Outro fato interessante € que apesar de a suplementacdo aguda
proporcionar aumento dos niveis plasmaticos de nitrito, comparada ao placebo,
a elevacao foi consideravelmente menor, quando comparada a outros estudos
(Bescos et. al., 2011; Miller et. al., 2012). Béscos et. al. (2012) reportaram que a
menor capacidade em aumentar o nitrito plasmatico apos a ingestdo de nitrato
pode estar relacionada a modificacbes na microflora da cavidade oral, onde o
nitrato é convertido a nitrito, ou ao uso de produtos bucais antibacterianos. Pode
ser que o aumento nas concentracfes plasmaticas de nitrito ndo tenha sido
suficiente para gerar respostas adaptativas na PA, assim como no VO, pico e no

desempenho no teste fisico.

Assim, os resultados encontrados no presente estudo apontam para um
possivel efeito pré-oxidante da suplementacédo com nitrato de sodio, apesar de
nao ter sido encontrado diferenca significativa na peroxidacao lipidica. Pode ser
gue a longo prazo, a inibicdo da atividade da catalase juntamente com a reducgao
nos niveis de acido Urico tenha efeitos deletérios para o organismo, devido a

reducdo nas defesas antioxidantes, refletindo em desbalanco redox e dano
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oxidativo. Além disso, nos achados questionam a utilizacdo desse tipo
suplementacdo para melhora do desempenho de homens jovens fisicamente

ativos em teste incremental até a exaustao.

Conclusdes
Concluindo, a suplementagdo aguda com nitrato de sodio inibiu a

atividade da catalase e ndo promoveu alteracfes tanto na atividade antioxidante
total, quando na peroxidacao lipidica de homens jovens saudaveis, submetidos a
um teste maximo em cicloergbmetro, sugerindo um possivel efeito pro-oxidante.
Além disso, agudamente, o nitrato de sédio ndo promoveu alteracdes no VO,
pico e na pressao arterial, bem como no desempenho em teste maximo. Outros
estudos se fazem necessarios no intuito de elucidar os mecanismos de acéo
pelos quais 0 NO* e NO+ podem gerar dano oxidativo e investigar o efeito da
suplementacdo cronica nos marcadores discutidos por nés e em outros
indicadores de desbalanco redox. Antes disso, a utilizacdo desse tipo de

suplementacao para melhora do desempenho fisico deve ser vista com cautela.
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Legendas

Tabela 1.

Dados antropométricos dos voluntarios. Dados expressos como media £ DP.
*Diferencas significativas (Teste t de Student pareado, P<0.05). Placebo e
Nitrato foram administrados a 10 mg.kg™ de peso corporal; n=12.

Tabela 2.

Pressao arterial sistolica e diastélica de individuos do grupo placebo (NaCl) ou
Nitrato (NaNO3) no pré e pos-teste, VO, pico, poténcia maxima, distancia
percorrida pés-teste e FC pré e pds teste. Dados expressos como média + DP.
*Diferencas significativas (Teste t de Student pareado, P<0.05). Placebo e
Nitrato foram administrados a 10 mg.kg™ de peso corporal; n=12.

Figura 1. Concentracbes plasmaticas de nitrito do grupo Placebo (NaCl) e
Nitrato (NaNO3), ap0s trés horas de suplementacédo (pré-teste) e depois do teste
de esforco maximo em cicloergbmetro (pds-teste). Os dados foram expressos
como média + desvio padrdo (DP) da média. * Diferencas significativas (Teste t
de Student pareado, P<0.05). Placebo e Nitrato foram administrados a 10 mg.kg
! de peso corporal; n=12.

Figura 2. Avaliacdo da atividade da catalase em hemolisado de individuos do
grupo Placebo (NaCl) ou Nitrato (NaNO3), apds trés horas de suplementacao
(pré-teste) e depois do teste de esforco maximo em cicloergbmetro (pos-teste).
Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) da média.
*Diferencas significativas (Teste t de Student pareado, P<0.05). Placebo e
Nitrato foram administrados a 10 mg.kg™ de peso corporal; n=12.

Figura 3. Avaliacdo da atividade antioxidante total do plasma de individuos do
grupo Placebo (NaCl) ou Nitrato (NaNO3), apés trés horas de suplementacao
(pré-teste) e depois do teste de esforco maximo em cicloergbmetro (pds-teste).
Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) da média.
*Diferencas significativas (Teste t de Student pareado, P<0.05). Placebo e
Nitrato foram administrados a 10 mg.kg™ de peso corporal; n=12.

Figura 4. Concentracdo de TBARS no plasma de individuos do grupo Placebo
(NaCl) ou Nitrato (NaNOg3), apos trés horas de suplementacdo (pré-teste) e
depois do teste de esforco maximo em cicloergbmetro (pos-teste). Os dados
foram expressos como média + desvio padrdo (DP) da média. *Diferencas
significativas (Teste t de Student pareado, P<0.05). Placebo e Nitrato foram
administrados a 10 mg.kg™ de peso corporal; n=12.

Figura 5. Razdo poténcia maxima/VO,pico de individuos do grupo Placebo
(NaCl) ou Nitrato (NaNOg3), depois do teste de esforco maximo em
cicloergbmetro (pos-teste). Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo (DP) da média. *Diferencas significativas (Teste t de Student pareado,
P<0.05). Placebo e Nitrato foram administrados a 10 mg.kg™ de peso corporal;
n=12.
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Tabela e Figuras

Tabela 1
Idade 23,6+3,39
Altura (m) 1,78+0,07
Peso corporal (kg) 72,86+10,14
Percentual de gordura 12,311+3,53
Massa magra (kg) 61,04t7,67

Tabela 2

Placebo pré- Placebo pos- NaNo3 pré- NaNo3 pés-
exercicio exercicio exercicio exercicio
Pressdo Sistoélica 117,818,02 125,5¢13,78 120,3+6,97 120,5%+13,86
(mmHg)
Pressao Diastodlica 81,17+11,86 58,83+9,08 81,00£9,20 58,5+9,8
(mmHg)
VO, pico (ml . Kg - 48,9016,413 - 47,0516,484
. m)
Poténcia (watts) - 283,1144,37 - 283,1135,97
Distancia (m) - 7,52+1,32 - 7,58+1,27
FC (bpm) 70,92+11,84 115,3£10,67 74,25112,66 115,6+11,54
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Figura l

Nitrito plasmatico ( pmol/mL)

-
A
g

-
(=]
<

3]
<

3 Placebo

‘*7 ‘ Bl Nitrato de sodio

o

Figura 2

Catalase (U/mg proteina)

1000+

800+

600+

400+

200+

'pré teste 'p(')s teste

‘ 3 Placebo
T B Nitrato de sddio

pré-teste Dos-teste

42



Figura 3
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Titulo da Pesquisa: EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM NITRATO NAS CONCENTRAGOES
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ATIVOS APOS UM TESTE DE ESFORCO MAXIMO
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Numero do Parecer: 306.988
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Apresentagdo do Projeto:
Estudo de carater experimental no qual seréa testada a hipotese de que o nitrito salivar correlaciona-se com o
nitrito plasmatico apos uma sessao aguda de exercicio, com e sem suplementagéo com nitrato de sodio.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Determinar se a concentragéo de nitrito salivar reflete o comportamento do nitrito plasméatico em resposta ao
exercicio.

Secundario: Comparar a dindmica de NO na saliva e no sangue para validar o NO salivar como marcador de
intensidade e verificar se a suplementagéo com nitrato de sodio altera a concentragéo de nitrito salivar em

resposta ao exercicio.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores:

Riscos: Com relagéo ao teste fisico agudo, néo ha relatos na literatura sobre eventuais problemas fisicos ou
psiquicos, durante ou apds os testes. Embora a probabilidade destas lesdes ocorrerem sejam minimas,
acreditamos que estes podem sofrer lesées musculares de grau 1 ou 2 devido aos
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esforgos maximos que serdo submetidos durantes os testes fisicos.

Beneficios: Os voluntérios que serdo suplementados terdo o beneficio de melhorar o desempenho e a
recuperagéo apos as atividades que requeiram grandes esforcos fisicos, pois, nesta situagdo, ocorrem
alteragdes metabolicas e energéticas que poderao ser aliviados pelos suplementos. Além disso, todos os
voluntarios passardo por uma avaliagéo antropométrica,o que Ihes fornecera dados sobre a sua composigio
corporal que podem ser Uteis como parémetros de satde. ’

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa interessante, bem delineada, possibilitando facilidade quanto & utilizagéo da saliva como fluido
para diagnéstico durante a intervencao fisica; a utilizagéo da saliva como fluido para diagnéstico durante a
intervencéo fisica € uma alternativa para acompanhar as alteragdes ocasionadas pelo exercicio tanto em
periodos curtos como no decorrer de toda a atividade, oferecendo vantagens em relagdo ao sangue, uma
vez que apresenta coleta simples e ndo invasiva.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:

Adequados.

Recomendagdes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

A pendéncia apontada no parecer 192.589 foi atendida.

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela aprovagéo do
protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redacao e da metodologia apresentadas.

Situacgdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo

* Consideragées Finais a critério do CEP:
Data para entrega de Relatério Final ao CEP/UFU: janeiro de 2014.

Endereco: Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Ménica

Bairro: Santa Ménica CEP: 38,408-144
UF: MG Municipio: UBERLANDIA
Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)3239-4335 E-mail: cep@propp.ufu.br
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Continuacao do Parecer: 306.988

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- poderd, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatorio e documenfag:éo
pertinente ao projeto.

c- a aprovacao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a Resolugéo
196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientagbes ao pesquisador :

¢ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 -
Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele
assinado (ltem IV.2.d).

¢ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apés analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS ltem
111.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano n&o previsto ao sujeito participante
ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que
requeiram agao imediata.

¢ O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal
do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ¢ ANVISA ¢ junto com seu posicionamento.

¢ Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
item 111.2.e). O prazo para entrega de relatério é de 120 dias apds o término da execucéo prevista no
cronograma do projeto, conforme norma.

Enderego: Av. JoZo Naves de Avila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Ménica

Bairro: Santa Monica CEP: 38.408-144
UF: MG Municipio: UBERLANDIA
Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)3239-4335 E-mail: cep@propp.ufu.br
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Anexo |l

— Termo de Concentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Efeitos da
suplementacdo aguda com nitrato de so6dio no balanco redox, na pressao
arterial, no VO, pico e no desempenho de homens fisicamente ativos
durante exercicio maximo”, sob a responsabilidade dos pesquisadores , Prof2.
Dra. Francoise Vasconcelos Botelho Prof. Dr. Foued Salmen Espindola, Erickson
Messias Bezerra dos Santos, Maria Carolina Siqueira, Miguel Mauricio Diaz
Gomez, Renata Roland Teixeira e Olga Lucia Bocanegra Jaramillo.

Vocé realizara dois testes incrementais em cicloergbmetro até a exaustao
voluntaria, com rotacdo constante de 90 rotacfes por minuto e incrementos de
45 watts a cada dois minutos, trés horas apds a ingestdo de duas bebidas
diferentes, uma em cada dia de teste. No periodo entre a ingestao da bebida e a
realizacdo dos testes é aconselhado que 0s vocé permaneca em repouso e nao
faca ingestdo de nenhum tipo de alimento ou bebida, a ndo ser 4gua para
garantir um estado de hidratacdo adequado. E recomendada uma dieta restrita
em alimentos contendo nitrato (vegetais verdes, beterraba, morango, uva, cha e
carnes vermelhas) 48 horas antes da realizacdo dos testes. Além disso, vocé
deve evitar o consumo de 4&lcool, de produtos a base de cafeina e de
suplementos dietéticos. Os testes serdo separados por um periodo de 96 horas.

Serdo realizadas trés visitas, sendo uma no Laboratério de Fisiologia do
Desempenho (LAFID) localizado na Faculdade de Educacdo Fisica da
Universidade Federal de Uberlandia, e as outras duas no Laboratorio de
Bioquimica e Biologia Molecular (LABIBI), localizado no bloco 2E do Campus
Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia. Na primeira visita sera
realizada uma avaliacdo da composicdo corporal por bioimpedancia
familiarizacdo com o cicloergbmetro, com o analisador de e com o protocolo de
testes. As duas visitas seguintes, serdo para a realizacdo dos testes fisicos,
executados em condi¢des idénticas (22°C), sempre no periodo da manha (das 9
as 10:30) . Para a realizacdo dos testes é necesséario que vocé néo pratique

nenhum tipo de atividade fisica vigorosa por um periodo de 48 horas pré-teste.
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Sera coletado sangue antes de iniciar o teste e cinco minutos apos o término
do teste. Nestes mesmos tempos e também ao final do teste sera aferida a
pressao arterial. A frequéncia cardiaca sera monitorada desde antes do inicio do
teste até cinco minutos apés sua finalizacdo. O consumo de oxigénio sera

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

O procedimento da coleta de sangue sera realizado pela Dra. Renata Roland
Teixeira, técnica do Laboratério de Bioguimica e Biologia Molecular, graduada
em Ciéncias Biologicas e técnica em analises clinicas, pela Universidade
Federal de Uberlandia, com experiéncia nesse tipo de procedimento. O sangue
sera coletado por puncao venosa e sera analisado no Laborat6rio de Bioquimica
e Biologia Molecular da Universidade Federal de Uberlandia (LABIBI/UFU).
Serdo realizadas em cada visita trés coletas de sangue, sendo coletado um

voulme de 5 ml em cada coleta.

Em relacdo aos riscos proporcionados pelo teste fisico e pela
suplementacdo, ndo ha relatos na literatura sobre eventuais problemas fisicos
psicolégicos ou estomacais durante ou apos os testes. Em caso de mal estar, ou
algum problema fisico, o teste sera imediatamente interrompido e vocé sera

encaminhado para o hospital mais proximo.

Em nenhum momento vocé serd identificado. Os resultados da pesquisa
serdo publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada. Vocé nao tera
perda ou ganho financeiro por participar desta pesquisa. O beneficio previsto € a
possibilidade de uma avaliacdo fisica e cardioldgica, fornecida em uma

devolutiva ao final do estudo.

Vocé é livre para desistir de participar da pesquisa a qualquer momento
sem |he causar prejuizo. Uma cépia deste termo de consentimento Livre e

Esclarecimento ficard com vocé.

Qualquer davida a respeito da pesquisa vocé podera entrar em contato

com o0s pesquisadores no Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular da
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Universidade Federal de Uberlandia, localizado na Av Para, n°® 1720 Bloco E
sala 39a, Campus Umuarama, Uberlandia — MG, CEP: 38400-902, telefone: (34)
3218-2477, e com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP, localizado na Av. Jo&o
Naves de Avila, n° 2121 Bloco 1A, sala 224, Campus Santa Ménica, Uberlandia
— MG, CEP: 38408-100, telefone: (34) 3239-4131.

De acordo,

Uberlandia, de de 200__.

Assinatura dos pesquisadores

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

Participante da pesquisa - RG:
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Anexo lll — Imagens do teste e do analisador de gases
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