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RESUMO

A pratica regular de atividade fisica associadana dieta balanceada € importante na
promocdo da saude. Entretanto, a realizacdo deciear fisicos de alta intensidade ou
exaustivos pode gerar danos como lesdes, fadigécaréovertrainig, parcialmente em razéo da
elevada sintese de espécies reativas de oxigémiaoBtrapartida, o treinamento fisico exerce
capacidade protetora a essa resposta atravésdlgz@ooadaptativa enddgena de antioxidantes.

O sistema antioxidante € uma maquinaria que dana® acdes dos radicais livres em
prol da manutencdo da homeostasia celular dos isrgas aerobios, podendo ser enzimaticos e
nao enzimaticos, endégenos e exdgenos. O &eilipdico e sua forma reduzida, acido
dihidrolipdico, agem como potentes antioxidantetirainam radicais livres.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o eféidosuplementacdo de aciddipoico
sobre biomarcadores de estresse oxidativo de camgod treinados no pdés-exercicio
exaustivo. O treinamento consistiu em 6 semanamtéao, em que o ultimo dia correspondeu
a uma sessao exaustiva com sobrecarga de 10% da@g®ral preso a calda do animal. Os
animais do grupo Suplementado receberam 100mgé&gleliacidoo-lipoico, enquanto os do
grupo Controle receberam veiculo placebo. A eutarsgssdeu em 3 diferentes momentos, Basal
(animais que néo realizaram exercicio exaustive)4f pds-exaustao.

As dosagens de biomarcadores de estresse oxidatam realizadas, obtendo-se uma
diminuicdo simultanea das concentracdes de glatatieduzida (GSH), vitamina E apés 4h de
exercicio exaustivo no grupo Suplementado, sugerindonsumo destes em prol da reducdo da
peroxidacao lipidica, percebida pela reducdo dasténocias reativas ao acido tiobarbitarico
(SRATB) no mesmo grupo e periodo do protocolo erpartal. Em contrapartida, houve um
aumento de oOxido nitrico (ON) no grupo Suplememtada capacidade antioxidante total
permaneceu inalterada. Dessa forma, apenas esse8ltdnos parametros vao de encontro a
nossa hipétese.

Desta maneira, conclui-se que a suplementacaoamito a-lipdico resultou em uma

protecdo contra o estresse oxidativo provocadoeegdecicio exaustivo.

Palavras chave: exercicio exaustivo, estresse toxadaacido o-lipdico, espécies reativas de

oxigénio (EROs), suplementacao, antioxidante.



ABSTRACT

The regular practice of physical activity assaiatvith a balanced diet is important in
health promotion. However, the physical exercidelsigh intensity or exhaustive exercises can
cause damage, like chronic fatigue and overtrajnpagtially due to the high synthesis of
reactive oxygen species. In contrast, physicahiingi exerts protective capacity of this adaptive
response through the production of endogenous)atiiots.

The antioxidant system is a machinery that costtbé actions of free radicals for the
maintenance of cellular homeostasis of aerobic rasgas, and may be enzymatic and non-
enzymatic, endogenous and exogenous. dhpoic acid and its reduced form, dihydrolipoic
acid, act as potent antioxidant and eliminates faeeals.

This study aimed to evaluate the effect of suppletation ofu-lipoic acid on biomarkers
of oxidative stress in trained mice in post-exhiaasexercise. Training consisted of 6 weeks
swimming. At the last day an exhaustive sessioih W% overload the weight attached to the
tail of the animal was released. Supplemented ganimals received 100mg/kg/daylipoic
acid, while the Control group received placebo giehiEuthanasia was in 3 different times,
Basal (animals that have not performed exhauskeecese), 0 and 4h post-exhaustion.

The dosages of biomarkers of oxidative stress \wertormed, yielding a simultaneous
decrease of the concentrations of reduced glutah{@SH), vitamin E 4h after exhaustive
exercise in the Supplemented group, suggestinguiee of these for the reduction of lipid
peroxidation, reducing perceived by the thiobarmstacidreactive substances (TBARS) in the
same group and in the experimental protocol pefio@ontrast, there was an increase of nitric
oxide (NO) in the Supplemented group and the tatgioxidant capacity remained unchanged.
Thus, only the latter two parameters go againshgpothesis.

Thus, it is concluded that supplementation veithpoic acid resulted in the protection

against oxidative stress induced by exhaustivecesesr

Keywords: exhaustive exercise, oxidative stresdjpoic acid, ROS, supplementation,

antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A prética regular de atividade fisica associadana dieta balanceada € importante na
promocdo da saude. Entretanto, a realizacdo deciear fisicos de alta intensidade ou
exaustivos pode gerar danos como lesdes, fadigécaréovertrainig, parcialmente em razéo da
elevada sintese de espécies reativas de oxigéRO{HCRUZATet al, 2007).

E bem estabelecido que o exercicio fisico produticass livres e, na tentativa de
aumentar a capacidade antioxidante dos individuesl@zir lesées musculares, muitos estudos
tém utilizado a suplementacdo com antioxidante cawsatégia (CRUZATet al, 2007).
Diferentes pesquisas mostram o efeito positivo Wldesnentacdo com antioxidantes sobre o
estresse oxidativo e lesBes celulares decorresteseafcicios fisicos exaustivos (RYA®&, al,
2010; ASHA DEVI, PRATHIMA, SUBRAMANYAM, 2003). No etanto, outros estudos
demonstraram efeito negativo da suplementacdo cuioxalantes na adaptacdo ao exercicio
cronico (GOMEZ-CABRERAet al, 2008; RISTOWet al. 2009). Portanto sdo necessarios mais

estudos para esclarecer os efeitos da suplemerdagéantioxidantes.

1.1 RADICAIS LIVRES E O EXERCICIO FiSICO

Os atomos possuem elétrons que se movem geralmaestgares em uma regiao
chamada de eletrosfera, ao redor de um nucleo.ddioal livre € qualquer atomo ou molécula
que contenha um ou mais elétrons ndo pareadoss Ed$8gons ndo pareados alteram a
reatividade quimica de um atomo ou molécula, fagzendnais reativo, ou seja, apresentando
uma grande tendéncia a iniciar reacdes em cadésareerada de um elétron da molécula
vizinha para completar seu proprio orbital e obteadsim estabilidade (HALLIWELL, 1994).
Portanto, radical livre é qualquer espécie quimma elétrons ndo pareados na ultima camada
eletrbnica, como por exemplo, anion superoxidg JOradical hidroxila (OF) e 6xido nitrico
(ON) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990).

As espécies reativas sdo compostos tdo reativast@uos radicais livres, mas nao
possuem elétrons desemparelhados na ultima caadsspécies reativas de oxigénio (EROs)
sao derivadas de oxigénio e ndo sao necessarianaéitalares, como peroxido de hidrogénio e

oxigéniosinglet(DRODGE, 2002). Através de reacdes enzimaticasoeendimaticas, todos o0s
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organismos aerobios formam o radical superéxidateas EROs, assim seus niveis aumentam
tanto em processos fisioldgicos quanto em pataddgiBERGENDIet al., 1999).

Os radicais livres sado gerados por varias fontedempdo ser enddgenas, como por
exemplo, a fosforilagdo oxidativa (subprodutos detabolismo aerdbio) ou exdgenas, como a
radiacdo ionizante e a exposicdo a radiacdo elagnética, podendo atingir assim, 0s sistemas
biologicos (SOUTHORN & POWIS, 1988; WULF, 2001). e as fontes de geracao
endogena, encontram-se a formacéo de superoxidonpelcondria e a geracao de superoxido
pela xantina oxidase (SACHDEV & DAVIES, 2008).

Durante o exercicio pode haver um “vazamento” ade@ de transporte de elétrons
mitocondrial, formando-se radicais livres. Mesmaadite o metabolismo basal (estado de
repouso), reacdes laterais indesejadas que ocoraeocadeia de transporte de elétrons podem
levar & producédo de radicais. Nestas rea¢cfes,gémni molecular reage com espécies geradas
por transferéncia de elétrons individuais, tais @oafuelas entre Fe- S e ubiquinona /
ubisemiquinona (DAVIES & HOCHSTEIN, 1982; BOVERISADENAS, STOPPANI, 1976).
Em tais reacdes, o oxigénio molecular é reduzidameelétron para formar O A cadeia
transportadora de elétrons faz transporte vetdaagbrotons para fora da matriz mitocondrial e
para dentro do espacgo intermembranar. A dismutded®@' forma perdéxido de hidrogénio
(H20,) que pode ser clivado homoliticamente (reacéo el@dn) por metais de transicdo, para
formar o altamente reativo radical hidroxila ()Heste € provavelmente o mais poderoso
oxidante produzido por sistemas biologicos (SACHDEBDAVIES, 2008).

A producéo de radicais livres durante o exercésiaustivo também pode ser provocada
pela enzima xantina oxidase. Periodos de exergittmso podem causar isquemia sistémica
temporaria ou hipoxia em certas regides do cogmerfdo com que o ATP seja convertido em
ADP, AMP, inosina, e finalmente hipoxantina. Solis taondicbes de isquemia, xantina
desidrogenase intracelular pode ser convertidanfineaoxidase pela modificacdo de residuo de
cisteina e/ou protedlise parcial (NISHIND al, 2005). Em condic¢des fisiolégicas normais, a
xantina desidrogenase € a forma dominante da eneimgida tanto hipoxantina e xantina (em
acido rico) em um processo que, concomitantemesttaz NAD para NADH. A xantina
oxidase, por outro lado, ndo pode continuar azatilio NAD como receptor de elétron, e ao
invés disso, preferencialmente reduz o oxigéniopedxido e perdxido de hidrogénio. Durante
a isquemia, as concentracoes de oxigénio sdo baxamncentracdes intracelulares de xantina
oxidase e hipoxantina podem subir. Quando o oxigérfinalmente reintroduzido (reperfusao),
pode resultar em uma exploséo d¢ & H,O, (ENGERSONetal., 1987). Deve ser notado que a
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xantina oxidase gera ambos @ HO, diretamente. Esta reducdo do oxigénio moleculea pa
0O, e HO, seria esperado como resultado de novas reacgeslipia@s incluindo peroxidacéo
lipidica e oxidacéo da glutationa (SACHDEV & DAVIEZ)08).

Pela caracteristica de alta reatividade em bdecastabilidade, as EROs e os radicais
livres atacam e promovem modificacbes em diversamdiéculas, como proteinas, acidos
nucleicos e lipidios, os quais podem ser utilizadosno biomarcadores deste processo
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Para a manutencdo da homeostasia celular os argaiserobios possuem uma
maquinaria para o controle das acdes dos radinaes.| Esta maquinaria € conhecida como
sistema antioxidante. Antioxidantes sdo compostmspotegem o0s sistemas biologicos contra
os efeitos deletérios dos processos ou das regg@elevam a oxidacdo de macromoléculas ou
estruturas celulares. Podem ser enzimas (ex: satalglutationa, glutationa peroxidase,
glutationa redutase, superdxido dismutase) ou ndwpas (ex: vitaminas, flavonoides, proteinas
do plasma, selénio), enddégenos ou exdgenos (SEES).1

Para a conservacdo da homeostase de nosso orgamismecessaria esta constante
regeneracdo da capacidade antioxidante. Assim,osigbes fisioldgicas estaveis, o balanco
entre agentes pro-oxidantes e mecanismos celutargsxidantes se mantém equilibrados
(GILLHAM et al., 1997). Quando ha balanco favoraeels agentes oxidantes, diz-se que a
célula ou organismo esta sob “estresse oxidatiwmin potenciais danos (SIES, 1991;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999) e este estresse oxigla pode se instalar por aumento
na producédo de radicais livres e/ou por reducdcapacidade antioxidante por doenga ou ma-
alimentacdo (BELLO-KLEIN, 1993; TRAVACIO & LLESUY1996), que pode prejudicar todas
as macromoléculas celulares, como lipidios, prateanDNA (HALLIWEL & GUTTERIDGE,
1984). Em verdade, o estresse oxidativo crénico san sugerido como sendo a causa ou
consequéncia de muitas doencas humanas agudasnieasyfocomo obesidade, doencas
cardiovasculares, cancro, doencas de lesdo pulmeguadta e esclerose multipla (GOMES,
SILVA, OLIVEIRA, 2012).

Os efeitos de EROs variam de acordo com suas woacées. Quando em baixas
concentragdes, agem como segundos mensageiroseatasade transducéao de sinal celular, ou
seja, induzem varios processos bioldgicos comoessfp génica de componentes estimulantes
de transducdo de sinal estimulante, tais comoizimdlo de Cd e fosforilacdo de proteinas.

Quando as concentracdes de EROs sdo excessivaelevaeas, sobrecarregam o sistema de
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defesa do corpo e induzem danos oxidativos em stigecompartimentos das células (CHAE,
SHIN, KIM, 2008).

Os danos oxidativos podem ser mais graves em fodsesqueléticos por terem niveis
mais baixos de antioxidantes do que outros tecalgmla superproducdo de EROs nesses
musculos serem desencadeadas possivelmente porunmani@ da procura de energia em
condicOes de exercicio fisico exaustivo. O aumelat@emanda de energia ativa e respiracao
mitocondrial consequentemente, aumentam o conswemoxigiénio nos musculos. Durante o
exercicio extenuante, a taxa metabdlica nos misagqueléticos é aumentada até 100 vezes
acima dos niveis de repouso, o que é refletidovédralo aumento acentuado do consumo de
oxigénio (CHAE, SHIN, KIM, 2008; KHANNAet al, 1999). Ha algumas conclusdes diferentes
sobre as taxas de estresse oxidativo como resulladdesempenho do exercicio. Isto €&
compreensivel porque uma variedade de fatores podkrenciar a taxa de oxidacao, tais como
0S grupos musculares recrutados, os modos de ¢aojra intensidade, duracao e populagéo do
exercicio (GOMES, SILVA, OLIVEIRA, 2012).

As causas do aumento da producao dos radicais le/feROs durante o exercicio nao
foram totalmente esclarecidas. Embora varios mecas tenham sido identificados, existe
ainda falta de compreens&o de como cada um deabsben para a quantidade total de estresse
oxidativo produzido. Além disso, estes mecanismadem atuar sinergicamente, e diferentes
tipos de exercicio provavelmente levam a diferentas de producéo de radicais livres. Por
exemplo, embora o consenso geral seja que, duvagtercicio a producdo de espécies reativas
ocorre principalmente por musculos em contragaqugstico e coragdo), outros mecanismos
como processos inflamatorios e aumento da liberde&atecolaminas, que podem ocorrer com
0 exercicio, também desempenham um papel importaatgeracdo de espécies reativas
(GOMES, SILVA, OLIVEIRA, 2012).

Durante o exercicio extenuante ha um aumento deeatévezes na taxa metabolica no
musculo esquelético em relacéo aos niveis de rep@usonsumo de oxigénio pode levar a uma
elevacdo da producédo de anion superéxido na mitegnformando assim, outras espécies
reativas de oxigénio (EROs), tais como peroxidoshideogénio (HO,) e, os extremamente
reativos, radicais hidroxila (NURA¥t al, 2004). Se o exercicio for exaustivo (KHANNAAL,
1999) ou moderado (ALESSIO, 1993; GUit al, 2001) pode elevar a producdo de EROs,
excedendo a capacidade de defesas antioxidantasvidade muscular contratil intensa pode
resultar em estresse oxidativo, e tem como indresdos niveis de glutationa muscular alterados

e um aumento na oxidacdo de proteinas e peroxidggéira. Quando proteinas e lipideos se
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tornam oxidados por EROs, a producdo de forca nrséudiminuida (COOMBESt al,
2000).

Como EROs se acumulam nos muasculos que se conte@xidacdo de proteinas e
lipidios pode causar, entre outras coisas, a i#ibia producdo de forga, contribuindo para o
desenvolvimento da fadiga aguda (POWERS & JACKS@0D08). Além disso, este aumento
exagerado nos niveis de EROs em resposta ao egeexitenuante pode também levar a
modificacdo oxidativa do DNA, inibem atividade loootora e bactericida dos neutrofilos,
diminuem proliferag@o de linfocitos T e B, inibemdas natural killerdanos nas membranas
celulares e outros compostos celulares (NIESS &CBIVI2007).

Segundo Liuet al (2000), estudos em ratos mostram que o exerfigimp aumenta
biomarcadores de danos oxidativos como proteind®igdadas e substancias reativas do acido
tiobarbitarico, tem efeitos sobre a fungcdo mitoc@ide diminui os niveis de antioxidantes e
enzimas antioxidantes no coragdo, sangue, pulnigadd, cérebro e musculos. Esses autores
encontraram que as respostas do cérebro ao estradadivo por exercicio agudo ou crénico
sao bastante diferentes das encontradas no figadm;do, musculos rapido e lento, portanto, o
estresse oxidativo causado pelo exercicio agudacrénico provoca diferentes respostas,
dependendo do tipo de tecido, do 6rgao e seussrdeehntioxidantes endégenos.

Concomitantemente, ha relatos mostrando que o iexerndo resulta em um nivel
funcional significativo de danos oxidativos no @@@a, como também né&o evidéncias do mesmo
em agravos teciduais devido a complexidade dos lo®de exercicio, e tdo pouco um quadro
que tenha abrangéncia sobre o estresse oxidatixereicio fisico no cérebro, figado, coracéo e
musculos, pois a relacdo entre as mudancas enxidatites enddgenos e estresse oxidativo
permanece por esclarecer, embora sua correladd® sedo frequentemente hipotetizada (letU
al., 2000).

1.2 EXERCICIO FISICO E SISTEMA ANTIOXIDANTE

Segundo Gomes, Silva e Oliveira (2012), os andiaxies podem ser tanto sintetizaotos
vivo, quanto absorvidos pela dieta. Eles podem ser dosdem enzimaticos e ndo enzimaticos.
Os principais antioxidantes enziméticos incluemupesdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT), cada uma é medpel pela reducdo de uma ERO diferente

e estao localizadas em diferentes compartimentoRces.
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Existem trés isoformas de SOD, duas se encontraitedor das células e a outra no
espaco extracelular. Especificamente em célulasmdeculo esquelético, a porcentagem mais
alta de SOD (65-85%) encontra-se no citosol e @amés (15-35%) encontra-se nas mitocondrias
dos musculos. SOD catalisa a reacdo de radicaier®igo em oxigénio e peroxidos de
hidrogénio (HO,). GPx esta localizada tanto no citosol quantomigcéndrias das células, e é
responsavel pela remocdo de uma grande variedadeiddeperdxidos por complexos de
hidroperéxidos organicos de,®,, assim pode proteger os lipidios das membranatgipas e
acidos nucleicos da oxidacdo. GPx também estameesen células dos musculos, mas sua
atividade varia dependendo do tipo de fibra, conomatividade em fibras de contracdo lenta
(tipo I) com maior capacidade oxidativa. CAT é aanpénte distribuida no interior das células e
sua principal funcéo é degradas@ em HO e Q. No entanto, tem uma menor afinidade para
H,O, em comparagdo com GPx. CAT também pode ser eadaném maior concentracdo em
fibras do tipo | (GOMES, SILVA, OLIVEIRA, 2012).

Um trabalho recente mostrou que o aumento de espitivas durante o exercicio leva
a adaptacdes favoraveis, como o aumento na atevidadenzimas antioxidantes em varios
tecidos. Trata-se de um processo de adaptacaccqoteee porque os radicais livres produzidos
durante a contragdo muscular agem como moléculasinddizacdo (GOMEZ-CABRERA,
DOMENECH, VINA, 2008). Isto estimula a expressido gines alvo e, por conseguinte,
aumenta a producdo de enzimas antioxidantes e enamliias vias de protecdo ao estresse
oxidativo, tais como o0 aumento da atividade dermeagide reparacdo do DNA em musculos
esqueléticos. Este estimulo associado com a pmtagfioxidante ocorre ndo apenas nos
musculos, mas também sistematicamente para o0ssOkg@is, como figado e cérebro, que
também passam por este ajuste benéfico (RADAK, CAUNOTO, 2008). Esse processo de
adaptacéo significa que os produtos quimicos et&utias toxicas podem fornecer respostas
positivas quando presentes em pequenas quantidadiéso e a duragcdo de treinamento sdo
fundamentais para uma regulagédo mais eficiententi@exadantes enddgenos com treinamento de
resisténcia de longa duracao e alta intensidadéVigeRs, JI, LEEUWENBURGH, 1999).

Treinamentos de resisténcia melhoram tanto a defesexidante quanto a capacidade
oxidante do musculo esquelético. Foram mostradaoseatos nas atividades de SOD, CAT e
GPx ap6s treino aerdbico em ratos jovens (HOLLANDERL, 2000; LEEUWENBURGH et
al., 1997). Assim como demonstrado por Leeuwenbetgal (1994), em que camundongos
treinados tiveram as atividades de SOD e GPx awamdastno musculo esquelético, o que foi

associado com marcadores de estresse oxidativeideduno tecido. Portanto foi proposto que a
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upregulacdoinduzida pelo exercicio nas atividades das enziam®xidantes, como SOD e
GPx, é responsavel pela protecdo contra o0 estresgkativo induzido pelo exercicio
(LEEUWENBURGHet al, 1994, 1997).

No entanto, o aumento da atividade das enzimasxiintes ndo € necessariamente
paralelo ao aumento na capacidade oxidativa do utaigsquelético, principalmente durante o
exercicio extenuante, quando ha um aumento notaeelconsumo de oxigénio, com
concomitante producdo de EROs (BARRE®@al, 2012). A variacdo nos niveis das enzimas
antioxidantes é dependente ndo soé do tipo de tecéttido, mas também do modo e intensidade
do exercicio (LEE, MAR, NG, 2009).

Como esperado, Veskoukis et al (2008) encontraranenato da peroxidacao lipidica no
plasma, eritrécitos e musculo gastrocnémio com eoéxio exaustivo, descoberta também
relatada por outros pesquisadores (AJMAdtIal, 2003; ALESSIOet al, 2000). Tem sido
proposto que o exercicio aumenta significativamentgau de insaturacdo e concentracdo de
acidos graxos nao esterificados no sangue (NIKOLBI& MOUGIOS, 2004).

Agentes redutores, tais como antioxidantes podesteger as células contra estresse
oxidativo induzido por EROs (COOMBES al., 2000; CHAE, SHIN, KIM, 2008). O aumento
dos niveis de antioxidantes intracelulares de uéialec muscular deve proporcionar maior
protecdo contra esses agentes oxidantes e reddattiga (KHANNA et al, 1999). Ainda
segundo Coombest al. (2000) niveis mais baixos de EROs sdo necesspams a funcéo
muscular contratil 6tima. Reid e Moody (1994) desttam que a adicdo de enzimas
antioxidantes (catalase e superoxido dismutasa)toesem diminuigdan vitro do desempenho
muscular contratil no musculo néo fatigado.

O acidoa-lipdico, um composto dissulfeto com oito atomoscdebono, funciona como
um cofator natural nos complexos piruvata-eeto desidrogenase. O aciddipdico e sua
forma reduzida, acido dihidrolipéico, agem comoeptdés antioxidantes e eliminam radicais
livres (MURUGAVEL & PARI, 2004). Comumente usadonom suplemento dietético nos
Estados Unidos e Alemanha, € exogenamente forneeigmontamente captado por uma
variedade de células e tecidos em que é reduzpidaraente por enzimas NADH ou NADPH-
dependentes para acido dihidrolipéico (DHLA). DHEAum redutor forte, com um potencial
padrdo de reducdo e é conhecido para regenerariresppis antioxidantes fisioldégicos de
lipidios e fases aquosas, tais como vitamina Eloaascorbico, e glutationa (GSH), que séo
oxidados por EROs (CHAE, SHIN, KIM, 2008; KHANNet al,, 1999).
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O é&cido dihidrolipéico também pode eliminar radscdiidroxila, acido hipocloroso,
oxigénio, metais quelatos de transicdo como ferro e cobreAEGHSHIN, KIM, 2008). A
combinacéo de vitamina E e aciddipdico tem sido mostrada para proteger as célobedra
danos oxidativos como dangsor isquemia-reperfusdo, neurodegeneragéoformacao de
catarata (CHAE, SHIN, KIM, 2008; COOMBE$ al, 2000).

Nos seres humanos, 0 aciddipdico € sintetizado no figado e em outros tesigo
também é obtido de fontes animais e vegetais ra,d@rém, em baixas concentracdes nas
dietas dos mamiferos (MCNEILL¥t al, 2011; SINGH & JIALAL, 2008). No tecido animal,
maiores concentragfes de acitiipdico sdo encontradas no coracao, figado e @nguanto
espinafre, brocolis, tomate, ervilha, couve de blas; e farelo de arroz estdo entre as fontes
vegetais. Naturalmente, o aciddipdico em alimentos esta covalentemente ligadigida em
proteinas (lipoilisina), enquanto em suplementeséelivre (SINGH & JIALAL, 2008). Uma
dose oral de &cida-lipdico é rapidamente absorvida pelo trato gastestinal, aumentando
sensivelmente seus niveis plasmaticos. Tipicam@@el0% dos acidos-lipdicos racémicos
administrados por via oral sdo absorvidos com axwemiracfes plasmaticas de pico mais
elevados no isdbmero R em relacdo ao isbmero S (Kt al, 1996; HERMANNet al,
1996), sugerindo uma melhor absorcéo do isbmer diantidade de uma dose administrada e
a presenca ou auséncia de alimentos pode explicariabilidade de absorcdo. Absorcao
gastrointestinal rapida € seguida por um ritmo“‘aearance” igualmente rapido, refletindo
tanto o transporte para os tecidos, bem como tlaciilo glomerular e esfor¢o renal (GOLBIDI,
BADRAN & LAHER, 2011).

O papel antioxidante do &cide-lipdico também tem sido implicado na hepatite,
aterosclerose, urolitiase, infeccdo pelo HIV e @mino tratamento de intoxicacdo hepatica
aguda, intoxicacao por metais pesados e outrasogee hepaticas. Tratamento com acido
lipéico oferece protecdo através da atenuacao meigacéao lipidica e diminuicdo da producdo
de derivados de radicais livres (MURUGAVEL & PARQO04).

Além disso, Chae, Shin e Kim (2008) relatam quexercicio extenuante provoca
estresse oxidativo, enquanto que exercicios a@®bhiegulares podem reduzir o estresse
oxidativo induzido por EROs, estimulando a ativieladas enzimas antioxidantes. Eles
encontraram que a suplementacdo de agilijmdico combinado com exercicio aerébico inibe a
peroxidacao lipidica nos musculos esqueléticos.eatemdo os niveis de atividade de vitamina

E, superoxido dismutase e glutationa peroxidaseatos.
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Diante do exposto, temos que o0 exercicio extenyamoteca extresse oxidativo, porém,
o treinamento fisico exerce capacidade protet@ssa resposta através da producédo adaptativa
endogena de antioxidantes. Assim, procuramos splaro efeito da suplementacdo com acido

a-lipdico sobre a modulagéo do sistema antioxiddateamundongos treinados.

1.3 OBJETIVO

Avaliar o efeito da suplementacdo de acido a-lip&obre biomarcadores de estresse

oxidativo de camundongos treinados no pos-exerei@oistivo.



22

2 HIPOTESE:

A hipotese do presente estudo é que a suplementagadcacidoa-lipéico aumenta o

estresse oxidativo em camundongos treinados suthmsetiexaustao fisica.
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3 JUSTIFICATIVA

A literatura relata que o exercicio fisico extertagsmroduz EROs, tais como superdxido e
radicais hidroxila. A atividade muscular contratiensa pode resultar neste estresse oxidativo, e
tem como indicadores os niveis de glutationa masa@lterados e um aumento na oxidacéao de
proteinas e peroxidacéao lipidi@OOMBES et al., 2000). Ao mesmo tempo, ja € comlweoi
efeito protetor adaptativo do treinamento fisico eslacdo a producdo enddgena de
antioxidantes. O acidoo-lipéico, comumente usado como suplemento dietétic® Estados
Unidos e Alemanha, juntamente com sua forma reduzdido dihidrolipdico, agem como
potentes antioxidantes e eliminam radicais livMERUGAVEL, & PARI, 2004).

Tendo em vista 0 papel antioxidante do aadipoico contra os danos oxidativos,
desejamos elucidar se sua suplementacdo, em certodp anterior a uma atividade fisica
extenuante, reduz a capacidade antioxidante endqg@emovendo estresse oxidativo no periodo

de recuperagéo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Aspecto ético:

O presente trabalho foi enviado & apreciagéo dais3do de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFTM e aprovado sob o protocolo n°® 219ArRexo).

4.2 Grupos experimentais

Para realizacdo do estudo proposto, foram utilige@ld camundongo@us musculus)
Swissmachos, com peso em torno de 25¢g e idade entee@Ddias, procedentes da empresa
ANILAB- Animais de Laboratorio Criacdo e Comércid DA (Paulinia-SP) e mantidos no
Biotério da disciplina de Nutricdo Experimental diaiversidade Federal do Triangulo Mineiro
(UFTM), onde foram mantidos em gaiolas coletivasa(fmais por gaiola) de polipropileno
autoclavavel 170mm x 290mm x 135mm com tampa (Qrade aco galvanizado com
separadores em aco inox em temperatura ambier22-@8° C, e fotoperiodo de 12 horas de
claro e 12 horas de escuro e tiveram livre acesagua e alimento (Nuvilab CR1, Nuvital
Nutrientes Ltda, Curitiba, PR).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente emupag experimentais de acordo com
o tratamento a receber: 1) animais que receberdouloeplacebo e foram submetidos ao
treinamento (placebo treinado PT, n=30) e 2) ardngaie receberam acidolipoico e foram

submetidos ao treinamento-lfpdico treinado ALT, n=30) conforme figura 1.

TF de 6 semanas e

e ° Imediatamente 4h poés-
Grupo Placebo | a?lmlmstragao de _ | Basal| | pés-exaustio | —| exaustso
n=30 veiculo placebo na n=10 n=10 n=10
ultima semana
60 camundongos ] y
swiss machos Aclimatagéo
aproximadamente
25 g 1 semana
Grupo TF de 6 sem:anas € Imediatamente 4h pés-
—1 Suplementado | Suplementacdocom__| Basal| | hos.exaustso |—| exaustio
n=30 acido e-lipdico na n=10 n=10 n=10

ultima semana

Figura 1 — Delineamento experimental.
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4.3 Protocolo de suplementacgao

Uma solucdo de acide-lipéico (Zhejiang Chemicals, China) foi preparaata oleo de

soja com a adicdo de algumas gotas de DMSO pataomdiluicdo, em uma dosagem de (100
mg/kg peso corporeo/ dia). Doses semelhantes de dde soja (veiculo placebo) foram

administradas nos grupos controles durante a Ukenaana do protocolo de treinamento (oitava
semana). As administracdes foram por gavagem, emn gnimal foi elevado da bancada apos o
pincamento na base do pesco¢co com a mao esqueidandb-se o peso do corpo alinhar o
tronco com a forca da gravidade, naturalmente manabriu a boca e a canula foi introduzida,
ao ser conduzida a partir do lado da boca do anifaah este procedimento foi utilizado uma
canula externa de cateter intravenoso em teflom paredes finas, flexivel e siliconizada,

conectada em uma seringa de insulina. O tempo aenetracdo da suplementagéo foi de 7

dias, equivalente a ultima semana de treinamesitmfi
4.4 Protocolo de treinamento fisico

Inicialmente, 0s animais passaram por uma semaralinatacdo ao exercicio, com 5
minutos no primeiro dia, 15 minutos no segundon@@erceiro, 45 no quarto e 60 no quinto.

ApoOs o periodo de aclimatac&o, os animais foranmstidos a sessdes de treinamento
fisico por natacdo em uma frequéncia de cinco vemessemana durante seis semanas
consecutivas com um tempo de treinamento de 60tasné&ste treinamento foi realizado em
grupos de 5 animais devido a promocéo de exergieis vigoroso quando comparado com o
nado individual, em um cilindro de PVC, (DONATT&D al, 2010) de 22 cm de diametro e 40
cm de profundidade preenchido com 4gua de toragéra altura de 30 cm para os animais nédo

poderem se agarrar as bordas, mantida a 31°C (x1°C)

4 5 Protocolo de exaustdo

No ultimo dia do protocolo, os animais foram subdoat a um treinamento de exaustao
gue consistiu em sua Ultima sesséo de natacédoam@csrga de 10% do peso corplreo preso a
cauda do animal. A exaustdo foi determinada petapacidade de o animal manter-se na
superficie da dgua por aproximadamente 8 a 10 degy®@ONATTOet al, 2010).
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4.6 Eutanasia e coleta de amostras

Os 30 animais de cada grupo (PT e ALT) foram ewsiadas por decapitagdo por tesoura
trinchante com anestesia prévia por quetamina (8Qhge xilasina (5mg/kg) por via
intraperitoneal em prol de um relaxamento do aniardks da decapitacdo, que ocorreu na
seguinte sequéncia: pré-exaustdo (n=10), imediati@mmds-exaustdao (n=10), e 4 horas pos-
exaustdo (n=10). O musculo gastrocnémio foi cotetagpidamente dissecado, livre de tecido
adiposo e de tecido conjuntivo; lavado em solugdiaa gelada, submerso em nitrogénio liquido

e armazenado a -20°C até as analises.

4.7 Preparo do tecido muscular

O mausculo gastrocnémio tem um predominio de filtastipo 2, com padrdo de
distribuicdo ndo homogéneo, com predominio de dibbeancas (porcdo interna) e fibras
vermelhas (porcao superficial). Ele foi homogengizeam um homogeneizador de tecidos do
tipo Potter com adicdo de tampé&o de ensaio paecichgule antioxidante total (Sigma Co., USA)
na propor¢cdo de 1,0 mL para 100 mg de tecido. Apdsiogeneizacdo, a solucao foi
centrifugada a 10.000 g para remocdo de debrisacetue o sobrenadante foi retirado,

aliquotado, armazenado a -20°C e utilizado parbsaséosteriores.

4.8 Determinagédo de proteinas carboniladas

A formacdo de proteinas carboniladas consequentiedainacdo oxidativa catalisada
por metais foi determinada pelo método proposto @detti e colaboradores (1996). Foram
adicionados 10QL de homogenato de musculo em 1@0de TCA 20%. Apdés agitacdo seguida
de centrifugacdo por 10 minutos a 3500 rpm foi @aiado o sobrenadante e 500 de 2,4-
dinitrofenilhidrazina 10mM em HCI 2M foram adicial@s ao precipitado. Foram incubados por
1 hora a temperatura ambiente no escuro, com Aagitagccada 15 min. Em seguida, foi
adicionado 1mL de etanol-acetato de etila (1:1) Wvapods agitacdo foi efetuada nova
centrifugacdo por 10 min a 3500 rpm a 4°C. O priocedto de lavagem com etanol-acetato de
etila foi repetido por 3 vezes. Ao final, o excedsoetanol-acetato de etila foi retirado petiet
foi ressuspendido em 2mL de guanidina 6 M, foi nd@ném banho-maria a 34°C por 15 min. e
foi procedida & leitura a 370 nm, utilizando-seoefitiente de extingdo molar 22.000

para o calculo.
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4.9 Determinacdo das substancias reativas ao teimhobitlirico (SRATB)

A peroxidacédo lipidica no homogenato de musculogigantificada pelas substancias
reativas ao acido tiobarbiturico e determinadasnpé&iodo colorimétrico que consiste na reacao
dos aldeidos formados cujo principal representante malondialdeido (MDA), com o &cido
tiobarbitdrico em meio acido e sobre aqueciment®@C por 30 minutos. Esta reacdo produz
um composto de coloracéo rosa que € lido em espaiimetro no comprimento de onda de
535 nm (BUEGE & AUST, 1978). Para quantificar o omalialdeido ligado a macromoléculas
as amostras de homogenato foram submetidas aiseaitalina seguindo protocolo proposto
por Cighettiet al (1999) com as seguintes modificacbes: em tuboem®aio 20uL de
homogenato de musculo foram homogeneizados comD,de KCI 1,15%. Em seguida foram
adicionados 0,3 mL de agua Milli-Q e 0,05 mL de NMa® M. Apds agitacdo os tubos foram
aquecidos a 60°C por 30 minutos e, entdo neutdalizaom HCI 2 M para seguirem a reacao

com o acido tiobarbiturico.

4.10 Nitrato (NQ) e Nitrito (NOQ)

A quantificacdo de nitrato e nitrito no homogend¢omusculo gastrocnémio foi tratada
neste estudo como oOxido nitrico (ON) e se deu ésrao método descrito por Miranda, Espey,
Wink (2001), que consiste das seguintes etapaspéd@E homogenato foram desproteinizados
com igual volume de etanol gelado, agitados enexatcentrifugados a 14000g por 10 minutos
a 4°C. Em seguida, foram retirados 3@0do sobrenadante e transferidos para um tubo de
ensaio, adicionados 30QuL de solucdo saturada de MCl 150 pL de N-(1-
Naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride (NEED) BOluL de sulfanilamida (SULF) em
sequéncia e sem demora. A leitura foi realizadaespectrofotbmetro, a 540 nm, apés 15
minutos de reacao utilizando-se como branco,| 80de VCk, 150 uL de NEED, 150uL de
SULF e 300uL de agua destilada. Uma curva de calibracdo datoi{NQ) foi realizada na
faixa de 10 a 100QM por diluicdes sucessivas e utilizou-se protoatdoensaio para dosagem
de NG+NO,.

4.11 Tiois ndo-protéicos e totais
A quantificacao de tiois ndo proté€icos, cujo maegresentante nos sistemas biologicos é
a glutationa reduzida (GSH), foi realizada em hoemago de musculo desproteinizado com

acido tricloroacético (TCA) e posterior reacdo coolorimétrica com 5/&ditiobis(2-acido
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nitrobenzaoico) (DTNB) e leitura espectrofotométima comprimento de onda de 412 nm. Os
tiois totais, representados pela soma dos tidis-pndi@icos mais tiois protéicos, foram
quantificados pelo método colorimétrico descritomac sem a etapa de adicdo de &acido
tricloroacético (TCA).

A concentragédo foi calculada utilizando-se uma @&upadrao de GSH (SEDLAK &
LINDSAY, 1968).

4.12 Determinacdo da capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total foi determinada hosiogenatos de musculo por kit
comercial da Sigma Co. (USA). A metodologia dekialconsiste em produzir uma espécie
radicalar que é um cromogeno verde com absorcacomprimento de onda de 405 nm. A
adicdo da amostra e possivel diminuicdo na produtggie cromdgeno é proporcional a
capacidade antioxidante.

4.13 Determinacédo da concentracao de vitamina E

A andlise de vitamina E foi realizada em HPLC egdgp com uma coluna tipo C-18
(Luna 4,6 x 15 cm) em fluxo de 2,0 mL/min e detett¥y//Visivel com leitura no comprimento
de onda 292 nm apdés extracdo recomendada por Astald(1991) nos homogenatos de tecido
muscular. A concentragdo foi calculada por meio uthe padrdao externo de-tocoferol
(ARNAUD et al, 1991).

4.14 Anélises estatisticas

Os resultados foram submetidos ao teste de KolmegarSmirnov para verificacdo de
normalidade dos dados. Quando normais, foi utibzAMNOVA para verificar diferencas de
resultados em um mesmo grupo em diferentes momegngsianto que diferencas entre dois
grupos em um mesmo momento foram verificadas ceta tele Student. Quando nao verificada
normalidade, foi utilizado o teste de Kruskal-Walliara verificacdo de diferenca de resultados
em um mesmo grupo em diferentes momentos e tesMada-Whitney para verificacdo de
diferencas entre dois grupos em um mesmo momemi@nt considerados significantes os

resultados com valores de p < 0,05.



29

5 RESULTADOS

Pra esse projeto, foi utilizado um modelo expentalerepresentado por camundongos
Swiss machos treinados durante 6 semanas congecetiv natacao e, que receberam, ou nao,
suplementacdo com acidolipoico (100mg/ kg de peso corporal/ dia) na UHtimemana de
treinamento.

As variacOes do peso dos animais (Figura 2), favaservadas ao longo do periodo de 7
semanas. Ao analisarmos, percebemos que houve w@macdo ao longo do periodo
experimental, observando-se um ganho ponderalumodgControle. O peso inicial foi de 25,5 +
3,29 e na 52 semana de 31,0 £ 7,5g (n=30, p<Odifgyenca também percebida entre a 12
semana (26,4 = 4,2g) e a 62 semana (29,4 = 7,590(rp<0,05) no mesmo grupo. O grupo
Suplementado com &cidelipdico também apresentou ganho significativo @sapcorporal
(25,2 * 3,2g aclimatacao e 29,1 + 4,7g; 30,1 +53g1 + 6,0g; 30,7 £ 5,89 nas 32, 42, 52 ¢ 62
semanas, respectivamente) (n=30, p<0,05), aumamtbé&m observado entre a 22 semana (26,7
*+ 3,99) e a 52 e 62 semanas (31,1 +6,0g e 30,B@) Bespectivamente (n=30, p<0,05). No
entanto, ndo foi verificada diferenca de peso agupos em nenhum periodo experimental.

Peso (g) W Controle O Suplementado

45 -
40 - .

30 -
25 A
20 A
15 A
10 -

T T T T
Aclimatacdo 12 semana 22 semana 32semana 42 semana 52 semana 62 semana

Fig. 2. Peso (gramas) semanal dos asidomante o periodo experimental. p&0,05 em
relacdo a aclimatacdo do mesmo grupo. (#) p<0,0tekmao a primeira semana.



30

Na Tabela 1 encontramos a razdo do peso do mugaskwocnémio pelo peso dos
animais, em mg/g. Houve uma reducéo na razao s pes animais eutanasiados 4 horas apos
a sessao de exercicio exaustivo em relacdo aosiareutanasiados logo apos a exaustao (0Oh) e
aos que nao sofreram exaustdo (Basal) no grupord®niNo entanto, ndo foi verificada
diferenca sobre a raz&do de pesos entre os aniataizagiados em diferentes momentos no grupo
Suplementado, enquanto que uma diferenca sigmfaaente menor foi verificada entre grupos

no momento Basal, ou seja, sem a exaustao.

TABELA 1: Razao peso do musculo gastrocnémio / jgesanimal (mg/g)

Periodos|
experimentais Basal Oh apods 4h apobs
Grupos
Controle 5,3:0,5 5,20,5 4,40,2"
Suplementado 4,6+0,4 5,0+0,4 4,5%0,4

* P < 0,05 em relacdo ao Basal do grupo Controle

** P < 0,05 em relagéo ao Oh do grupo Controle

Com os animais submetidos a uma sesséo exaustitraidamento de natagéo (10% do
peso corporal preso a calda) antes da eutanasierobs a média do tempo de exaustéo, que no
grupo Controle foi de 87#31,2s, enquanto no grupo Suplementado foi de 149,0s
(p<0,05).

A Tabela 2 mostra a concentracdo de proteina cidabdanpresente no mesmo tecido
muscular analisado (gastrocnémio). Nao houveraeratitas significativas entre os grupos e/ou

tempos de recuperacao pos-exaustao.

A Tabela 3 apresenta os resultados das substareatisas ao acido tiobarbitlrico

7

(SRATB), cujo principal representante € o maloriadlo (MDA), produzido no musculo

gastrocnémio dos animais dos grupos Controle eeSwgitado nos diferentes periodos do
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protocolo experimental. Nota-se que tanto os amingaie ndo foram submetidos a exaustao

(Basal), quanto os que foram eutanasiados 4h apégaastdo do grupo Suplementado,

apresentaram menores concentracoes de SRATB egdaoed@s animais do grupo Controle no

mesmo tempo de recuperacao. No entanto, em amlgsi@ss, os animais eutanasiados 0 e 4h

pbés-exaustdo tiveram menores concentracdes de SRATBelacdo aos animais do mesmo

grupo que ndo passaram pelo exercicio exaustiven@g no grupo Controle, os animais

eutanasiados 4h poés-exaustdo apresentaram comgéestraignificativamente maiores de

SRATB em relacao aos Oh.

TABELA 2: Valores de proteina carbonilada musc(lemol/g de tecido), nos

diferentes periodos experimentais

Periodos
experimentais Basal Oh ap6s 4h ap6s
Grupos
Controle 1,8t2,0 1,220 1,30,6
Suplementado 2,240,8 2,%1,3 2,51,7

TABELA 3: Valores de SRATB muscular (nmol/g de t&)i, nos diferentes periodos

experimentais

Periodos|
experimentais Basal Oh ap6s 4h ap6s
Grupos
Controle 9,9+1,9 4,21,2" 7,120,557
Suplementado 7,314 4,1+1,2 4,4¢0,9 "

* P < 0,05 em relagédo ao grupo Controle do mesmpade
** P < (0,05 em relagdo ao Basal do mesmo grupo

# P < 0,05 em relagdo ao Oh do mesmo grupo
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As concentracdes de 6xido nitrico muscular, repitas@s pelas quantidades de nitrato e
nitrito presentes na amostra, sao apresentadaab®dal4. Observa-se que os animais do grupo
Basal Suplementado apresentaram menores concerdragd oxido nitrico em relacdo aos
animais do grupo Basal Controle, enquanto o invacemteceu com 0s animais eutanasiados 4h-
pés exaustdo do grupo Suplementado em relagdonanaia do grupo Controle. A andlise dos
diferentes periodos de um mesmo grupo mostra quEupm Suplementado, tanto os animais
eutanasiados 0 e 4h pds-exaustao tiveram maionegmiwacdes de Oxido nitrico em relacédo aos
basais, enquanto que no grupo Controle, os anieudéasiados 4h pds-exaustao apresentaram

concentracgdes significativamente menores em relagéaemais periodos (Basal e Oh).

TABELA 4: Valores de 6xido nitrico muscularrfiol/g de tecido) nos diferentes

periodos experimentais.

Periodos|
experimentais Basal Oh apods 4h apobs
Grupos
Controle 1,5+0,4 1,50,4 0,80,2""
Suplementado 0,6:0,3 1,4:0,4 1,3+0,1" "

* P < 0,05 em relagcédo ao grupo Controle do mesmpade
** P < (0,05 em relagdo ao Basal do mesmo grupo

# P < 0,05 em relagdo ao Oh do mesmo grupo

A concentragdo da glutationa reduzida no muscukirgenémio, representada neste
estudo como tiois ndo-proteicos, estd mostradaabeld 5. Os animais que foram eutanasiados
4h apés a exaustado do grupo Suplementado, apresantaenores concentracdes de GSH em
relacdo aos animais do grupo Controle no mesmodeateprecuperacdo. Também observamos
gue tanto os animais eutanasiados 4h pés-exaust@iaplo Controle, quanto os eutanasiados Oh
pos-exaustdo no grupo Suplementado apresentararantoacdes significativamente maiores do

que 0s animais que néo sofreram exaustdo no masiPo gue pertencem.
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TABELA 5- Valores de GSH musculaurfiol/g de tecido), nos diferentes periodos

experimentais

Periodos|
experimentais Basal Oh ap6s 4h apos
Grupos
Controle 283,251,7 343,549,2 391,357,0°
Suplementado 316,0:71,7 399,#68,2° 342,%43,2

* P < 0,05 em relagéo ao grupo Controle do mesmpade

** P < 0,05 em relagdo ao Basal do mesmo grupo

J& a concentracado de tidis totais presente no naigastrocnémio encontra-se na Tabela
6. Ndo foram observadas diferencas (p<0,05) endregrapos e/ou periodos do protocolo

experimental.

TABELA 6: Valores de tiol total muscular (mmol/g texido), nos diferentes

periodos experimentais

Periodos

experimentais Basal Oh apés 4h ap0s

Grupos

Controle 15,9+3,1 19,1+2,7 17,7#4,6

Suplementado 18,0t5,5 17,439 21,%1.8
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Quanto a capacidade antioxidante total presenteninculo gastrocnémio (Tabela 7),
observamos que os animais eutanasiados Oh post&xawmg grupo Controle apresentaram
concentracdes significativamente maiores do quearosais que ndo sofreram exaustdo no
mesmo grupo que pertencem. No mesmo grupo, tambéemnms notar maiores concentragdes
nos animais eutanasiados 4h pos-exaustdo do qugueosofreram eutanasia imediatamente

apos o exercicio exaustivo (0Oh).

TABELA 7: Valores da capacidade antioxidante tatakcular (mmol/g de tecido),

nos diferentes periodos experimentais

Periodos
experimentais Basal Oh ap6s 4h apos
Grupos
Controle 518,2:206,8 812,6120,5 596,114,
Suplementado 667,3:190,6 852,3151,6 668,8202,2

** P < (0,05 em relagdo ao Basal do mesmo grupo

# P < 0,05 em relagdo ao Oh do mesmo grupo

A concentracdo de vitamina E presente no musasdtracnémio encontra-se na Tabela
8, em que os animais que foram eutanasiados Oh ex®isstdo do grupo Suplementado,
apresentaram maiores concentragdes de vitaminarglagdo aos animais do grupo Controle no
mesmo tempo de recuperacdo, enquanto o contrarab$ervado nos animais eutanasiados 4h
apos exaustao no grupo Suplementado em comparaga@mianais do grupo Controle no mesmo
tempo de recuperacdo. Também notamos que os argntaizasiados 4h pos-exaustdo do grupo
Controle apresentaram concentragOes significatimégnenaiores tanto em comparacao aos
animais que nao sofreram exaustdo quanto aos gamn feutanasiados Oh apds exaustdo no
mesmo grupo a que pertencem. Quanto aos animaeugo Suplementado, apenas 0s animais

eutanasiados imediatamente apdés a exaustdo apr@sentaumento significativo nas



35

concentracées de vitamina E em relagdo aos anidwmisnesmo grupo que néo sofreram

exaustao.

TABELA 8: Valores de vitamina E muscularg/g de tecido), nos diferentes

periodos experimentais

Periodos
experimentais Basall Oh apés 4h apés
Grupos
Controle 2,914 2,61,8 6,%2,1""
Suplementado 3,2+1,4 7,434 4,9%1,7

* P < 0,05 em relagédo ao grupo Controle do mesmpade
** P < (0,05 em relagdo ao Basal do mesmo grupo

# P < 0,05 em relagdo ao Oh do mesmo grupo
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6 DISCUSSAO

O principal propésito do presente estudo foi cadaliar o efeito da suplementacéo de
acidoa-lipdico sobre biomarcadores de estresse oxidalevocamundongos treinados apds uma
sessao de exercicio exaustivo. Embora amplameintgae®s, principalmente em seres humanos
guanto aos varios aspectos relacionados ao pagpekidante, os efeitos do acidelipdico tém
sido muito pouco investigados sobre as mudancaszimas pelo exercicio no musculo
imediatamente ap0s exaustao e durante o periogerdeeracao.

O estudo sobre o treinamento fisico tem revelado enorme potencial sobre a
capacidade protetora ao estresse oxidativo prowepqaat exemplo, pelo exercicio extenuante,
através da producdo adaptativa endogena de aratiagsl Assim sendo, o esclarecimento sobre
o efeito da suplementacdo com acidbpdico sobre a modulacdo do sistema antioxidaiete
camundongos treinados, seria de grande valor radafifio de se o uso desse antioxidante
momentos antes de uma competicdo exaustiva, pcajadrecuperacéo do sistema antioxidante
endogeno.

Quanto ao peso dos animais, o trabalho de Lee, Ngp{2009) constata que nao houve
alteracéo de peso entre os grupos controle e saptado, o que condiz com o dado de nosso
estudo, mostrando que o aumento no tempo de eradstdgrupo Suplementado n&o foi
associado com as condi¢des ponderais dos animais.

No presente estudo houve uma reducao da razaapesdasculo gastrocnémio / peso do
animal nos animais submetidos a exaustao no gropér@e, o que pode indicar um efeito da
suplementacdo de acidelipéico na manutencdo do peso do musculo gastnocn§os-
exercicio exaustivo. Entretanto, esta explicacérp&culativa pois ndo foram realizadas andlises
de composicdo de macroelementos musculares e adadoaes inflamatorios assim como, nao
foram encontrados dados acerca desse parameiteratuta cientifica.

Proteina carbonilada e SRATB, produtos oxidativde proteinas e lipidios,
respectivamente, sdo bem conhecidos como marcad®estresse oxidativo vivo (SENet al
1997; BEJMA & Jl, 1999). Estudos tém mostrado quexercicio fisico pode resultar em um
aumento no estresse oxidatiuo vivo (JI, 1999; ALESSIO, 2000), o qual é conhecido por
exercer importante papel na fadiga muscular ou a@sofibras musculares (ANDRAD&E al
1998). O dano oxidativo em proteinas é acompantadesiduos de carbonila apds exercicio de
endurance no musculo esquelético de ratos (JI,)1989 presente estudo néo foi encontrada
diferenca entre o grupo Suplementado e o ContEiéretanto, Khannat al (1999) relatam

concentracbes menores de proteina carbonilada recuhol do grupo suplementado em
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comparagao ao seu controle, ambos submetidos &osessustiva de natagdo. No mesmo
estudo, também encontraram diminuicdo na concémrde SRATB no sangue e figado dos
animais suplementados em relacdo ao controle, atmgae no musculo, essa diferenca nao foi
significativa. O mesmo resultado muscular tambémefwontrado por Lee, Mar, Ng, (2009),
que trataram 0s animais com um outro antioxidavitaniina E) por 28 dias de gavagem. De
maneira diferente, Chae, Shin, Kim, (2008) veriiva uma diminuicdo na producéo de SRATB
nos musculos dos animais suplementados em relagcoatroles, embora o grupo controle
utilizado na pesquisa referida, além de ndo recsbpiementacdo, ndo era treinado. Os
resultados de nosso presente estudo corroboranbg@thados da Ultima pesquisa mencionada,
0 que pode significar uma menor producdo de relibares no grupo Suplementado, ou
protecao por antioxidantes.

Quanto aos periodos do protocolo experimentalesemte estudo mostra uma reducéo de
SRATB em ambos os grupos Suplementado e Controke eyercicio exaustivo (imediatamente
e 4h apos) em relacdo aos animais que nao sofexaustdo, o que discorda com os dados da
revisdo de Finsterer (2012) que embora dosadadasona de homens, as concentracdes de
SRATB foram maiores imediatamente apds exercicaugtvvo e permaneceram elevadas algum
tempo apos.

Um beneficio do exercicio € a producdo enddgenaxigo nitrico, que tem papel
fundamental na homeostase cardiovascular (ZHAN@GL 2009). O oxido nitrico é sintetizado
pela 6xido nitrico sintase (ONS), uma enzima quistexem trés isoformas, a Oxido nitrico
sintase neuronal (ONSn), a oxido nitrico sintastuzida (ONSi) e a Oxido nitrico sintase
endotelial (ONSe). A ONSn € constitutiva, presesrie neurdnios, células epiteliais, Sistema
Nervoso Central (SNC) e Periférico (SNP), maculasdedo rim, medula adrenal, musculo
esquelético e outros, e tem como funcbes a regulagé transmissdo sinaptica do SNC,
regulacdo central da pressao sanguinea, relaxardemuisculo liso, vasodilatagdo via nervos
periféricos, regulacdo do fluxo sanguineo cerdbral (FORSTERMANNet al 1994). A ONSI
€ uma ONS induzida por citocinas e lipopolissaessd no endotélio e musculatura lisa
vascular, e tem como funcdes o efeito citostatioo ipibicdo de enzimas contendo ferro,
fragmentacdo de DNA, atua em parasitas e célulasrais (FORSTERMANNet al. 1994). A
ONSe também é constitutiva, presente no endotéboular, e tem como fungdes inibir adeséo e
agregacdo plaquetaria no endotélio vascular, ingisintese de DNA, mitogénese e a
proliferacdo de células da musculatura lisa vascutgular a pressdo sanguinea e contrair o
musculo cardiaco (FORSTERMAN& al 1994).
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O exercicio agudo aumenta a ativacdo de ONSeameda nao foi estabelecido como o
exercicio medeia esta inducdo (ZHANGal 2009). Além disso, estudos tém demonstrado que
H.O, promove a fosforilacdo de ONSe nas células end®dTHOMAS, CHEN, KEANEY,
2002). Considerando o exercicio como uma aborda¢empéutica, estes achados séo
importantes porque o exercicio agudo também estiiasla com aumento do estresse oxidativo
(FISHER-WELLMAN & BLOOMER, 2009). Sob condi¢cGes phigicas, a producao excessiva
de EROs tem consequéncias vasculares prejudididad\NSe € ativada por J@, e é fosforilada
por varias quinases, incluindo as proteinas quinéskiPK) ativadas por PKB/Akt e AMP. O
exercicio agudo exaustivo aumenta os niveis deaoied e induz a ativacdo de ONSe, mas 0s
mecanismos subjacentes deste processo permaneseanasZHANCet al, 2009).

Harris et al (2008), em um estudo realizado com ratos tremguy 8 semanas em
esteira, encontraram um aumento na atividade ddodxitrico sintase no muasculo séleo em
relacdo aos animais sedentarios, embora este estéidorealizou suplementacdo com
antioxidante e exercicio exaustivo. Ja Belvirailial (2012) que suplementaram ratos com
extrato de semente de uva, um potente antioxidantegalizaram treinamento cronico e
exaustivo em esteira, ndo encontraram diferencani@ss plasmaticos de ON apds exercicio
exaustivo, em contrapartida, notaram um aument@niosais que receberam suplementacao em
relacdo ao controle. Corroborando com este Ulticita@do, no presente estudo, também foi
percebido um aumento na concentracao de ON no @uplementado apds exercicio exaustivo,
e uma diminuicdo no grupo Controle apos exaustacenao aos animais que nao realizaram o
exercicio exaustivo.

Como nao é conhecida a origem enziméatica respehpala geracdo do ON encontrado
em nosso estudo, inferimos as possibilidades daguplementacdo aumenta a producdo de ON
em resposta a maior ativacdo de ONSe ou ONSn,ianckl por exemplo, na vasodilatacéo e
contracao cardiaca necessarias no exercicio exawstientdo, que a suplementacdo aumenta a
producdo de ON através da ativacdo de ONSI, enostsps citocinas inflamatorias produzidas
no exercicio exaustivo, embora Hussatiml (1997) relataram que o RNAmM de ONSi esta pouco
presente no musculo esquelético de ratos ou camgodp prejudicando a recuperacao
antioxidante pos-exaustdo. Apenas esta segundibifidage vai de acordo com a hipétese do
presente estudo.

Os dados aqui apresentados sobre marcadores akspoooxidativo em macromoléculas

sugerem um efeito protetor exercido pela suplengéntaom acidai-lipdico.
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GSH exerce vérias fungbes essenciais no corpdredetas encontra-se seu principal
papel, um antioxidante. Ele é eficiente contra ER@adicais livres, prevenindo um aumento do
processo de estresse oxidativo. Nestas reacoeSHoé®xidado, por meio da enzima glutationa
peroxidase, de modo a formar glutationa dissulf&8SG). Uma vez oxidada, GSSG pode ser
reduzido de volta a sua forma original de GSH pmtaima GSSG redutase e adenina
nicotinamida dinucleotideo-fosfato (NADPH). No eritg quando ha um nivel elevado de
estresse oxidativo, a NADPH torna-se esgotadaxesteaim acumulo intracelular de GSSG, que
pode ser exportado para fora da célula ou podeafodissulfetos (LU, 1999).

Khannaet al (1999) encontraram maiores concentragdes de @S}upo suplementado
em relacédo ao controle, achado este, também eadomior Chae, Shin, Kim, (2008), embora os
animais deste ultimo estudo ndo tenham passadenm@sessao final de exercicio exaustivo. Em
contrapartida, no presente estudo, as concentralg&3SH no muasculo gastrocnémio foram
menores no grupo Suplementado do que no grupo @entos animais eutanasiados 4h poés-
exaustdo indicando uma possivel inducdo na suaugiiodimediatamente apds a sessao de
exaustdo no grupo Suplementado e mais tardio p@mntyole.

Em relacdo aos periodos do protocolo experime@aimbron-Lacnyet al. (2009)
encontraram um aumento na concentracdo de GSH kagéwoeao pré-exercicio no grupo
suplementado com &cidelipdico, embora as dosagens deste estudo fordimagas no plasma
de humanos treinados com exercicio resistido. Emtrapartida, no presente estudo, foi
observado um aumento na concentracdo de GSH 4éxpostao no grupo Controle em relacéo
aos animais que néo realizaram exercicio exaustivm aumento logo apds exaustao no grupo
Suplementado em relacdo aos que ndo realizaranti@relexaustivo.lsto indica que a
recuperacdo da homeostase celular continua p@svidoras apds o exercicio e que mudancas na
protecdo antioxidante e marcadores de estressatoxiddo mais fidedignos quando analisados
varias horas apds exercicio comparados com aquiehesliatamente apds exercicio
(KAYATEKIN et al 2002; LEEet al. 2002), sendo assim possivel associar a quedaRfsEES
imediatamente apds exaustdo no grupo Suplemented@ aiminuicdo da peroxidacéao lipidica
que se deu atraves do aumento do GSH no mesmo gmesmo momento.

Tiois totais tém sido uma parte integral e impugado mecanismo antioxidante que
regula a producédo de EROs. Os niveis de tidis digmerdos compostos contendo enxofre como
as glutationas, acide-lipdico, cisteinilglicina, homocisteina e cisteisecretados pelo figado e
musculo (ZEMBRON-LACNY et al. 2009). No presente estudo ndo foram encontradas
diferencas nas concentracdes de tiol total entgrugsos ou periodos do protocolo experimental,
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0 que condiz com o encontrado no estudo de Kinnebtext (2005), embora este tenha sido
realizado com cavalos. O mesmo resultado tambémnimantrado por Kaikkonegt al. (2002)
em uma pesquisa com corredores humanos maratonistas

A vitamina E tem sido relatada como protetora demsmbranas celulares contra a
peroxidacao lipidica. Por isso, € l6gico supor st vitamina pode proteger as células do
musculo contra danos induzidos pelo exercicio. Est®cinio é baseado no conhecimento de
que esta vitamina pode estabilizar as membranasutangs, interagindo com seus fosfolipidios
que, deste modo, pode proporcionar protecdo contamento do estresse oxidativo ou danos
musculares observados apos certos tipos de exeftiRiSO & CLARKSON, 2003).

Em um estudo de Liet al (2000) foi encontrada uma diminuicdo na conceatade
vitamina E no musculo rapido de ratos submetidosxarcicio crbnico em esteira. Em
contrapartida, ndo notaram diferenca quando anafisaatos submetidos a exercicio agudo
(exaustado). Resultado semelhante foi encontradaranestudo de Kinnuneet al (2005), em
que as concentracbes de vitamina E, embora dosamlgdasma de cavalos treinados, nao
apresentaram alteracdes entre o pre, pos, 4 e@Abxgrcicio exaustivo. No presente estudo, as
concentracdes de vitamina E no grupo Suplementadme@taram nos animais eutanasiados
imediatamente ap0s exaustdo seguindo com uma dgamnos animais eutanasiados 4h pos-
exaustdo em relacdo aos animais do grupo Contmlmesmo periodo referido. Quanto aos
periodos do protocolo experimental, o grupo Coatrapresentou aumento nos animais
eutanasiados 4h pés-exaustdo em relacdo aos ardomisutros periodos, enquanto o0 grupo
Suplementado aumentou imediatamente apds exausté@a;do aos animais que nao sofreram
exaustdo no mesmo grupo. Estes achados, juntamami® resultado de GSH, podem indicar
que a vitamina E presente no grupo Suplementado sestdo mais consumida em prol da
diminuicdo da peroxidacéo lipidica, como percebigo diminuicdo de SRATB no grupo
Suplementado e que a recuperacdo da homeostaser agatinua por varias horas apos o
exercicio, como percebido pelo aumento tanto deniita E quanto GSH 4h pds-exaustdo no
grupo Controle.

A capacidade antioxidante total indica o efeitanalativo de todos os antioxidantes
presentes e é usado para avaliar um numero decoesdiisiologicas em humanos e animais
(GHISELLI et al 2000). Em nosso estudo, ndo foram encontradasedias entre oS grupos
Controle e Suplementado, mas no grupo Controleepernos um aumento na concentracao da
capacidade antioxidante total nos animais que foeatanasiados logo apos a exaustdo em

relacdo aos que nao fizeram esse exercicio e amdaegma diminuicdo nos animais que foram
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eutanasiados apos 4h da exaustdo em relacdo adsrgmeeutanasiados Oh pds-exaustdo. Este
achado concorda com um estudo por Michailatisl. (2007), que embora dosada no soro de
humanos néo treinados, encontraram um aumentoatoed capacidade antioxidante total apés
corrida exaustiva em esteira e um declinio apésd@lexercicio. Este aumento da capacidade
antioxidante total apés o exercicio sugere quesocéxio agudo ativa as defesas antioxidantes do
corpo. Existem estudos que mostram que disturl@osglglins indices de estresse oxidativo no
sangue podem persistir ou aparecer ap0s variosddiasxercicio que prejudicou o musculo
(GOLDFARB, 2005), o que estd em contraste com ormet para os valores de repouso
encontrados em nosso estudo e no de Michaéidid (2007).

Ja McNeillyet al (2011) encontraram um aumento da capacidadexatdite total apos
suplementacdo com acidelipéico em humanos treinados e nao treinados, narodd o
potencial antioxidante do &cide-lipéico e sua capacidade de reciclar os antioxatan
enddgenos, reduzindo-se para seu metabdlito oxi@eido dihidrolipdico.

O resultado da capacidade antioxidante total asgmte estudo pode referir que no grupo
Controle houve um aumento da atividade das enzamtsxidantes, ja que neste grupo nao foi
percebido aumento de GSH ou vitamina E, enquardcocaumento de antioxidantes ocasionado
pela suplementacdo com aciddipdico ndo permitiu essa adaptacdo enzimaticivalds do
treinamento fisico.

Dos resultados aqui relatados, somente dois pdrdsy oxido nitrico e capacidade
antioxidante total, vdo de encontro com nossa efs)to que nos remete a rejeita-la. Dessa
forma, com o protocolo utilizado e os parametroslisados, a suplementacdo com aado
lipdico resultou em uma prote¢éo contra o estresgmativo provocado pelo exercicio exaustivo.

O presente estudo possui algumas importantesafiges. O periodo de uma semana de
suplementacdo com acidelipdico pode ter sido insuficiente para aumentaswesse oxidativo
devido ao bloqueio da adaptacdo antioxidante em@dogerada pelo treinamento cronico. A
auséncia de dosagens de antioxidantes enzimatoasétn dificultou a definicAo de nossos
resultados. Além disso, o tempo muito curto doquolo de exaustdo, possivelmente devido ao
grande percentual de sobrecarga utilizado, podeutdizado predominantemente a via
anaerobica como fonte energética, diferente depotd de treinamento que, provavelmente fez

uso predominante da via aerdbia.
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7 CONCLUSAO

Conforme proposto neste estudo e discutido aciodermos concluir que:

1) A suplementacdo com acido a-lipdico induziu deite protetor sobre o estresse oxidativo no
pos exercicio exaustivo de camundongos treinadwsepido através do aumento simultaneo de
GSH e vitamina E em prol da diminuicdo da peroxddagdipidica, como percebido na
diminuicdo de SRATB no grupo Suplementado no masimmento.

2) A recuperacdo da homeostase celular continuav@oas horas ap0s o exercicio, como

percebido pelo aumento tanto de vitamina E qua®H @h pos-exaustdo no grupo Controle.

3) Apenas a capacidade antioxidante total que percea inalterada no grupo suplementado, e
o ON que aumentou com a suplementacao, foram admaacom a hipétese do presente estudo,

0 que nos leva a rejeita-la.

Portanto, a suplementagcdo com &cadipdico resultou em uma protecdo contra o

estresse oxidativo provocado pelo exercicio exansti
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SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS (GERAL E ESPECIFICOS)
Objetivos gerais: avaliar o efeito da suplementagdo de acido o-lipdico sobre pardmetros do sistema
antioxidante de camundongos treinados no pos-exercicio exaustivo.
Objetivos especificos: avaliar parametros endogenos e exdgenos do sistema antioxidante imediatamente apos
exaustio e durante a recuperagdo; avaliar o efeito da suplementagdo de éacido a-lipoico nas mudangas
induzidas pelo exercicio no figado e por¢do vermelha do musculo gastrocnémio.

2. JUSTIFICATIVA
A literatura relata que o exercicio fisico extenuante produz Espécies Reativas do Oxigénio (EROs) a0 mesmo
tempo em que o treinamento fisico exerce efeito protetor adaptativo em relago a produgdo enddgena de
antioxidantes. Tendo em vista o papel antioxidante do 4cido a-lipdico contra os danos oxidativos, desejamos
elucidar se sua suplementagdo durante o perfodo de treinamento ird inibir a produgdo endogena de enzimas
antioxidantes e gerar balango oxidativo desfavoravel em camundongos treinados.

3. MATERIAL E METODOS
3.1) Animais:

Serdio utilizados 96 camundongos machos adultos da linhagem Balb/c, provenientes do Biotério Central da
Universidade de Sdo Paulo (USP — Campus Ribeirdo Preto). Para a aclimatagdo ao ambiente, os animais serdo
alocados em grupos de 6 por caixa (tamanho 170 x 290 x 135 cm) e mantidos por uma semana no Laboratério
de Nutricdo Experimental sob temperatura ambiente controlada a 22 °C com ciclo de claro/escuro de 12 horas,
tendo livre acesso a agua filtrada e ragdo comercial (Nuvilab). Os animais serdo mantidos nas mesmas
condigdes durante o experimento.

3.2) Procedimentos com animais e demais procedimentos:
Os animais receberdo treinamento fisico (natagdo), durante 8 semanas. Inicialmente, os animais passardo por
uma semana de adaptagio ao exercicio, com 5 minutos no primeiro dia, 15 minutos no segundo, 30 no
terceiro, 45 no quarto e 60 no quinto, enquanto os grupos que néo receberdo o treinamento fisico serdo
submetidos em contato com a dgua, apenas havera equalizagdo do estresse entre os grupos (DONATTO et al.,
2010). Ap6s o periodo de adaptagdo, serdo formados 4 grupos experimentais, tratados da seguinte maneira:
1) Grupo Placebo Sedentario (n=24): camundongos que receberao 100mg/Kg de veiculo placebo via
gavagem durante 8 semanas, 1 vez ao dia. Ao final da pré-exaustdo, imediatamente pos-exaustdo, 4 €
24 horas pos-exaustio, 6 animais serdo eutanasiados para coleta de sangue ¢ 0rgaos (figado, rim,
coragio e porgdo vermelha do musculo gastrocnémio e diafragma).
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2) Grupo Placebo Treinado (n=24): camundongos que receberdo 100mg/Kg de veiculo placebo via
gavagem durante 8 semanas, 1 vez ao dia. Ao final da pré-exaustdo, imediatamente pos-exaustdo, 4 e
24 horas pos-exaustdo, 6 animais serdo eutanasiados para coleta de sangue e 6rgdos (figado, rim,
coragio e porgdo vermelha do musculo gastrocnémio ¢ diafragma).

3) Grupo Acido a-lipoico Sedentério (n=24): camundongos que receberdo 100mg/Kg de acido a-lipdico
via gavagem durante 8 semanas, | vez ao dia. Ao final da pré-exaustio, imediatamente pds-exaustdo,
4 e 24 horas pos-exaustdo, 6 animais serdo eutanasiados para coleta de sangue e 6rgdos (figado, rim,
coragdo e porgio vermelha do musculo gastrocnémio e diafragma).

4)  Grupo Acido a-lipoico Treinado (n=24): camundongos que receberdo 100mg/Kg de acido a-lipoico
via gavagem durante 8 semanas, 1 vez ao dia. Ao final da pré-exaustdo, imediatamente pds-exaustdo,
4 ¢ 24 horas pos-exaustdo, 6 animais serdo eutanasiados para coleta de sangue e 6rgaos (figado, rim,
coragio e porgio vermelha do musculo gastrocnémio e diafragma).

Para realizagdo da gavagem, o animal serd elevado da bancada apés o pingamento na base do pescogo com a
méo esquerda, deixando-se o peso do corpo alinhar o tronco com a forga da gravidade, naturalmente o animal
abrird a boca e a canula poderd ser introduzida, sendo conduzida ao esofago do animal. Para este
procedimento sera utilizada agulha de aco inox BD-10, cénula de didmetro 1,0 mm com esfera de 1,7 mm,
raio de 40 mm e comprimento de 31 mm. O protocolo de natagio sera realizado em grupos de 6 animais
devido a promogdo de exercicio mais vigoroso quando comparado com o nado individual, em um cilindro de
PVC, (DONATTO et al., 2010) de 22 cm de didmetro e 40 cm de profundidade preenchido com agua de
torneira até a altura de 30 cm para os animais ndo poderem se agarrar as bordas, mantida a 31°C. A exaustdo
sera determinada pela incapacidade de o animal manter-se na superficie da dgua por aproximadamente 8all
segundos (DONATTO et al., 201 0).

Os animais serdo eutanasiados por decapitagdo, havendo uma tranquilizagdio prévia com Diazepam (Smg/kg)
por via intraperitoneal visando o relaxamento do animal antes do procedimento. Apds a coleta de sangue €
6rgdos, 0s mesmos terdo dosados vitaminas C e E, glutationa reduzida (GSH), substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (SRATB), proteinas carboniladas, hidroperoxidos lipidicos pela oxidagdo do ferro em xilenol
laranja (FOX), enzimas e compostos antioxidantes (superéxido dismutase- SOD e Catalase- CAT) por
metodologias ja padronizadas no Laboratério de Nutrologia.

4. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE PARA O USO DE ANIMAIS
Neste projeto, visamos entender melhor a modulagdo do sistema antioxidante muscular. Devido a
impossibilidade de bidpsias musculares em humanos, faz-se necessario o uso de animais.
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5. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA OS ANIMAIS E DESCRICAO DAS
RESPECTIVAS MEDIDAS PREVENTIVAS E CURATIVAS QUANDO NECESSARIO

A via de administracdo do acido a-lipdico pode causar desconforto, mas a gavagem sera realizada por pessoal
treinado e utilizando-se agulha propria para evitar tal desconforto. O treino forgado € inerente a esta pesquisa.
O risco de afogamento durante os treinos existe, mas sera evitado pela observagdo continua de todo o
momento de exercicio realizado pelos animais. A eutanasia por decapitagdo pode causar desconforto que sera
evitado sendo realizada por pessoal treinado e mantendo os outros animais em ambiente separado para que
nédo tenham nenhum desconforto por verem o procedimento, sentirem odores ou ouvirem ruidos.

6. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA AS PESSOAS ENVOLVIDAS NA
PESQUISA

Poderdio ocorrer mordidas durante o manuseio e a inoculagdo do material nos animais. Como medidas

preventivas serdo adotadas o treinamento dos envolvidos para melhor contengdo e administragdo da droga e

utilizagdo de EPI’s.

7. COMENTARIOS DO RELATOR QUANTO A ESTRUTURA DO PROTOCOLO
Este protocolo obedece aos principios éticos para a experimentagéo animal.

PARECER DA CEUA: Apr())vado em 20/04/2012

MO ve—
Profa. Ana Paula Sarreta Terra
Vice-Coordenadora da CEUA
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