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Resumo — O objetivo do presente estudo foi investigar a resposta aguda de duas sessdes
de natacio sobre parAmetros de estresse oxidativo em individuos fisicamente ativos. Doze
sujeitos homens (28+7anos, 1,75+0.08m, 72.9+%g) com experiéncia em natag¢io superior
a um ano de treinamento realizaram duas sessdes de natacio, 1 hora por sessdo, com in-
tervalo de 12 horas. Foram coletadas amostras de sangue da veia cubital 24 horas antes de
prova (C1), imediatamente apds a primeira sessdo (C2) e segunda sessdo (C3) e 24 horas
ap6s o término da prova (C4). Foram analisados as atividades da Creatina Quinase (CK),
os niveis lipoperoxidacio, carbonila¢do de proteinas e contetido total de tidis a atividade
da catalase. Os resultados mostram um aumento na atividade da CK (1143.8 + 254.2 U/L)
nos niveis de lipoperoxidagio (3.01+ 0.54 nmol/TBARS/mg proteina) e carbonilagio de
protefnas (3.01+£0.54 nmol/mg de protefna) e uma diminui¢io no conteddo total de tidis
(17.09£3.31 nmol TNB/mg proteina) imediatamente apds a segunda sessdo de natacio em
comparagio a pré-prova (111.2+33.2 U/L; 1.68+0.34 nmol/TBARS/mg proteina; 1.68+0.34
nmol/mg de proteina; 26.8+3.08 nmol TNB/mg de proteina) respectivamente. A atividade
da catalase aumentou ap6s as duas sessdes (C2; 2.5+0.35 U/mg proteina; C3; 2.5+0.47 U/mg
protefna) em comparagio a pré-prova (Cl; 1.5+0.35 U/mg proteina). Em conclusdo, somente
a segunda sessAo de natag@o alterou os parAmetros de estresse oxidativo.

Palavras-chave: Natacio; Estresse oxidativo; Radicais livres.

Abstract — This study investigated the acute effect of two swimming sessions on oxidative stress
markers in trained individuals. Twelve male volunteers, students from UNESC (Universidade
do Extremo Sul Catarinense, Criciuma, Santa Catarina, Brazil), with a mean age of 28 +
7 years, initial weight of 72.9 + 9 kg and height of 1.75 = 0.08 cm, participated in the study.
Blood samples were collected 24 hours before the sessions, immediately after the first and second
session, and 24 hours after the end of the sessions. Aliquots were washed, red blood cells were
lysed and plasma samples were stored at -80 oC until the time of the biochemical assays. Creatine
kinase (CK) activity, lipid peroxidation level, protein carbonylation, thiol content and catalase
activity were determined. The results showed a significant increase in CK, lipoperoxidation
and protein carbonylation and a decrease in thiol content after the second swimming session
(p<0.05) compared to pre-swimming levels. Catalase activity increased after the first and second
swimming sessions. The main finding of the present study was that only the second swimming
session resulted in oxidative stress.
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INTRODUCAO

Nos tltimos anos, diversos estudos demonstram a
influéncia do exercicio fisico sobre a produ¢io das
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) em tecidos
biolégicos?. Conforme Satre et al.* , o exercicio
fisico promove o estresse oxidativo somente quando
¢ exaustivo. Entdo, é importante distinguir entre
o exercicio nfo exaustivo, o qual ndo acompanha
o estresse oxidativo, e o exercicio exaustivo o qual
causa estresse oxidativo.

Virios mecanismos estdo envolvidos na pro-
dugido de ERO durante o exercicio. A maioria
dos oxidantes produzidos durantes as contra¢des
musculares sdo devido ao aumento no consumo
de O, na cadeia respiratéria’. Contudo, outros
mecanismos de produ¢do das ERO durante o exer-
cicio também sdo importantes, como a ativag¢do
da xantina oxidase, alteracio da homeostase de
cdlcio, isquemia e reperfusio, ativacio de células
inflamatérias®®

Durante o exercicio, o consumo de O, para
producio aerdbica de ATP pode aumentar de 10
a 20 vezes em relagiio aos niveis de repouso’ ,cau-
sando um aumento concomitante na produgio
das ERO. Quando o aumento das ERO excede a
capacidade de defesa antioxidante das células, pode
causar dano na estrutura do DNA, oxidar proteinas,
lipidios e carboidratos, caracterizando o fendmeno
celular denominado de estresse oxidativo.

Virios estudos em humanos tém delineado os
efeitos do exercicio e do treinamento fisico sobre

12 Embora a litera-

pardmetros estresse oxidativo
tura seja vasta neste sentido, faltam estudos que
esclarecam a resposta de duas sessdes de exercicios
exaustivos de natagiio, sem um tempo de recupe-
ra¢do adequado.

Neste sentido, a proposta do presente estudo
foi investigar o efeito agudo de duas sessdes (Lhora
duracdo cada sessdo) de exercicio exaustivo de
natagio sobre marcadores de estresse oxidativo em

sujeitos fisicamente ativos.
PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Participaram do estudo 12 (doze) individuos volun-
tarios, ndo atletas, do sexo masculino, com idade
média de 2847 anos, com experiéncia minima na
pratica em natacio de 24 meses (Tabela 1). Foram
excluidos do estudo os sujeitos que utilizavam algum
tipo de medicacio, suplementos nutricionais, que
estavam realizando algum programa de treinamen-
to de exercicio fisico paralelo ou nos dltimos seis

meses, fumantes que apresentassem histérico de
lesdo muscular ou portadores de alguma doenca que
pudesse comprometer os resultados ou ser agravada
pela prética do exercicio fisico. Todos os partici-
pantes preencheram o Termo de Consentimento
Informado, que foi aprovado pelo comité de ética
local, conforme parecer n® 649/2007.

Tabela 1. Caracteristicas antropométricas e fisioldgicas.

Al A2 A3 A4 A5

Idade 2847
(anos)
Altura (m) 1,75+0,08
Peso (Kg) 72,9+9 72,2+8 71,5%9 71,39
Freqliéncia
Cardiaca 64+8 9419  129+15 95+21 134+12
(Bpm)
SpO,

98,1+0,7 96,3%1,6 97+2,2 94,3+4,7
(mmHg)
Distancia (m) 2843+227 2844+387

Os individuos foram mensurados vinte quatro horas antes da
prova (A1), imediatamente antes da 12 sessdo de nado (A2),
logo depois da 12 sessdao de nado (A3), imediatamente antes
da 2¢ sessdo de nado (A4) e logo depois da 2° sessdo de nado
(A5). Todos os resultados foram expressos em média e erro
padrdo médio.

Protocolo do treinamento fisico: Os individuos
praticaram os treinamentos de nata¢io no periodo
da noite (22:00 as 23:30h), sessenta minutos por dia,
trés a quatro vezes por semana, em piscina coberta
de 25 metros, com a temperatura da d4gua em 28°
graus. A distAncia didria percorrida no treino foi
entre 2000m e 2500m.

Prova de natacio: O estudo foi realizado na
Universidade do Extremo Sul Catarinense duran-
te 0 2° Desafio Nadando Ainda Mais Répido. O
desafio consistiu em realizar um revezamento com
12 atletas por equipe tendo durac¢io de 24 horas.
Cada atleta nadou dois percursos com 01 hora
de duracio cada. O intervalo entre os percursos
foi de 12 horas. Durante o periodo de repouso os
individuos permaneceram numa sala apropriada na
propria institui¢do. Durante o desafio de natacéo
ndo foi utilizado nenhum suplemento, medica-
mento ou algum tipo de tratamento que pudesse
acelerar a recuperacio dos nadadores ou interferir
nos resultados.

Controle alimentar: Durante o ultimo més de
treinamento os individuos receberam uma dieta
nutricional balanceada e individualizada, contendo
55% a 65% do valor calérico total (VCT) carboi-
drato, 15% de proteina e 25% a 35% de lipidios. Na
semana que antecede o evento, os atletas receberam
orienta¢des nutricionais a fim de garantir uma
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elevacio no aporte de carboidratos. A manipula-
¢io dietética consistiu em uma reduco nos trés
primeiros dias para 50% do VCT de carboidrato, e
nos quatro dias seguintes a dieta possufa em torno
de 70% do VCT de carboidrato.

Coleta de sangue: As coletas aconteceram
vinte e quatro horas antes da prova (C1), logo apds
a primeira sessdo (C2), apds a segunda sessdo (C3)
e vinte quatro horas ap6s o término da prova (C4).
Foram coletados 15mL de sangue da veia cubital do
braco direito. O sangue foi coletado em tubos de
vacutainer heparinizados e as fra¢des (eritrécitos e
plasma) foram separadas e estocadas imediatamen-
te em freezer —80°C para posterior andlises.

Parametro de performance

A performance foi avaliada pela maior distancia
percorrida durante as duas sessdes de uma hora de
nado continuamente. Os nadadores foram encora-
jados verbalmente a realizarem a maior distancia
durante os dois periodos.

Ensaios bioquimicos

Creatina Quinase (CK): Foi determinada em
plasma com auxilio de kit especifico fornecido pela
Labtest Diagnéstica SA., seguindo as orienta¢des
técnicas observada na bula do referido kit.

Espécies reativas ao dcido Tiobarbitirico
(TBARS): Foi determinada em plasma como
marcador de lipoperoxidacio pela formacdo de
substincias reativas ao aquecimento do 4cido
tiobarbitirico medido espectrofotometricamente
(532nm), conforme descrito®.

Carbonila¢io de proteinas: Os danos oxidati-
vos em proteinas foram determinados em plasma
mensurados pela determinacfo de grupos carbonils,
baseados na rea¢io com dinitrofenilhidrazina como
previamente descrito™*. O contetdo de carbonil foi
determinado espectrofotometricamente em 370nm
usando um coeficiente 22.0000 Molar!.

Tiois totais: Foi determinada em plasma numa
reacio dos grupos tidis com 5,5 ditiébis (2 acido
nitro-benzéico) (DTNB), gerando um derivado de
coloracio amarela e lido espectrofotometricamente
a412 nmPb.

Catalase (CAT): A atividade da catalase
(CAT) foi determinada nos eritrécitos pela taxa
de decaimento do peréxido de hidrogénio lido em
espectofotdmetricamente a 240nm'.

Determinac¢io da proteina: A quantidade
de proteinas nos ensaios do TBA, CARBONIL,
SUFIDRILA e CAT foram mensurados usando a

técnica de Lowry et al.l”.
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Tratamento estatistico

Os dados foram expressos em média e erro padrio
médio e analisados estatisticamente pela analise
de varidncia (ANOVA) one-way, seguido pelo
teste post hoc Bonferroni. O nivel de significAncia
estabelecido para o teste estatistico é de p<0,05. Foi
utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) versdo 15.0 como pacote estatistico.

RESULTADOS

Performance: Ndo houve diferencga significativa
na distancia percorrida pelos nadadores entre a
primeira (2843+227m) e a segunda (2844+387m)
sessdo de nado.

Creatina Kinase (CK): Os resultados (Tabela
2) demonstram um aumento na atividade da CK
(plasma) logo apéds a segunda sessdo de exercicio
(1143,8 + 254,2 U/L) e vinte quatro horas apds o
término da prova (795,9+208,1 U/L), quando com-
parado a pré-prova (111,2+33,2 U/L).

Tabela 2. Atividade da Creatina Quinase (CK) e Catalase (CAT).
C1 Cc2 C3 C4

CK(U/L)  114,2% 33 348,7% 162 1143,8+254* 795,9+208*
CAT U/mg " "
protefna 1,5+0,35 2,5+0,48% 2 5+0,47 2,1£0,35

As coletas foram mensuradas e descritas de acordo com mate-
riais e métodos. Os valores sdo apresentados em Média+EPM
e os resultados de CK foram expressos em (U/L) e a atividade
da CAT (U/mg de prieina). A diferenca significativa encontrada
em relagao a primeira coleta (*) foi de p<0,05.

Lipoperoxidacdo: Na Figura 1, os resultados
mostram um aumento nos niveis de lipoperoxi-
dagiio no plasma, logo apds a segunda sessdo de
exercicio (3,01+ 0,54 nmol/TBARS/mg proteina),
quando comparado 2 pré-prova (1,68+0,34 nmol/

TBARS/mg proteina).
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Figura 1. As Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico
(TBARS) foram determinadas de acordo com materiais e
métodos. Os valores sdo apresentados em Média+EPM e os
resultados foram expressos em (nmol TBARS/mg de proteina).
A diferenca significativa encontrada em relagdao a primeira
coleta (*) foi de p<0,05.



Carbonilacio de protefna (CP): Os resultados
mostram (Figura 2) um aumento na CP no plas-
ma, apds a segunda sessdo de exercicio (3,01+0,54
nmol/mg de proteina), em comparagio a pré-prova
(1,68+0,34 nmol/mg de proteina).
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Figura 2. A carbonilagao de proteina foi determinada de acordo
com materiais e métodos. Os valores sdo apresentados em
Média+EPM e os resultados foram expressos em (nmol/mg de
proteina). A diferenca significativa foi encontrada em relacdo
a primeira coleta (*) foi de p<0,05.

Total de Ti6is(TT): Na Figura 3, foi observada
uma diminui¢io nas protefnas nio oxidadas (TT),
logo ap6s a segunda sessdo de exercicio (17,09+3,31
nmol TNB/mg proteina), quando comparado  pré-

prova (26,8+3,08 nmol TNB/mg de proteina).
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Figura 3. O conteldo TT foi determinado de acordo com ma-
teriais e métodos. Os valores sao apresentados em Média+EPM
e os resultados foram expressos em (nmol/mg proteina). A
diferenca significativa foi encontrada em relacao a primeira
coleta (*) foi de p<0,05.

Catalase (CAT): Na Tabela 2, os resultados
mostram um aumento na atividade da CAT logo
ap6s a primeira e a segunda sessdo de exercicio
(2,5+0,35 U/mg proteina; 2,5+0,47 U/mg protei-
na) em comparacio a pré-prova (1,5+0,35 U/mg
proteina).

DISCUSSAO

Mudancas nos marcadores de Estresse Oxidativo
(EO) em nadadores acontecem depois de exercicios
de natagio!!?
exercicio cronico no estado redox e nas defesas

. Estudos tém delineado o efeito do

antioxidantes em nadadores'®'®!°. Diferentemente
destes trabalhos, nosso estudo demonstrou a res-

posta aguda de duas sessdes de natacio de longa
duracio (60 min de nado competitivo + 12 horas
de repouso + 60min de nado competitivo), sobre
parametros de estresse oxidativo.

Nossos resultados mostraram aumento no dano
muscular (CK), nos marcadores de dano oxidativo
(TBARS e CP) e uma diminui¢io no contetido
das protefnas no oxidadas (TT), somente apds a
segunda sess@o de exercicio. A atividade da cata-
lase aumentou apds a primeira e a segunda sessdo.
Apontamos ainda que uma sessdo de natagio ndo
causa estresse oxidativo.

Uma quantia minima de ERO é necesséria para
contrac¢io muscular’®?, Todavia, quando esta pro-
ducio de ERO excede a capacidade antioxidante de
defesa, ocorre o que chamamos de EO. O EO pode
estar associado com a fadiga muscular durante as
contra¢des e apds os exercicios intensos?>?. Uma
das hipéteses que explica o efeito das ERO na
fadiga muscular estd relacionada as altera¢des no
funcionamento mitocondrial induzido pelas ERO*.
Exercicios intensos levam a uma grande producio
de ERO o que pode danificar lipideos, proteinas e
DNA. Adicionalmente, pode induzir altera¢des no
mtDNA e provocar danos nos complexos da cadeia
transportadora de elétrons o que, em consequéncia,
diminui a transferéncia de elétrons e a formacio de
ATP’. Este fendmeno pode aumentar a participa¢io
do metabolismo anaerébio na producio de energia
e comprometer a performance’. Nés hipotetiza-
mos que a primeira sessdo de nata¢io alteraria os
marcadores de dano oxidativo, interferindo na
performance dos nadadores na segunda sessio
de exercicio. Entretanto, isto nio foi observado e
em ambos os percursos os nadadores percorreram
distAncias similares (Tabela 1).

Como marcador de dano muscular, avaliamos
a atividade da CK plasmatica. A CK no musculo
esquelético catalisa a reaciio reversivel da quebra
da fosfocreatina. O aumento na atividade da CK
no plasma tem sido usado como marcador de lesdo
da musculatura esquelética apds os exercicios™?.
O presente estudo demonstrou o pico da CK logo
apds a segunda sessdo de exercicio (Tabela 2). Este
2526 que obser-
varam o pico de CK, 24 horas ap6s uma sessdo de
exercicio. Outros trabalhos ainda”?’, demonstram
um pico de CK 48 horas apés o exercicio. A dife-
renga entre esses resultados pode estar associada aos
diferentes protocolos de exercicios utilizados. Nos
estudos supracitados, as atividades foram maratona,
ultramaratona ou ainda, exercicios que envolviam
predominantemente contragdes excéntricas. Ou-

resultado difere-se de outros estudos
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tros fatores que podem influenciar as concentracdes
de CK € o percentual de massa muscular®, que em
homens é maior quando comparado ao das mu-
lheres e os niveis de estrogénio, que nas mulheres
podem aumentar a habilidade sarcoplasmaitica,
reduzindo o fluxo da CK de dentro para fora da
célula muscular?®. Especificadamente, na modali-
dade de natacio, acreditamos que a diminui¢do do
atrito muscular que a 4gua proporciona em relacio
ao peso corporal dos individuos, pode fazer com
que uma sessdo de nata¢do ndo seja suficiente para
causar significativo dano muscular.

Como parametros de dano oxidativo, nés avalia-
mos a lipoperoxida¢do de lipideos e a carbonila¢io
de protefnas. As ERO podem oxidar lipideos de
membranas em particular dcidos graxos livres poli-
saturados, sendo que estes constituem as membranas
celulares”*?". Nossos resultados estdo de acordo com
outros trabalhos'®, demonstrando aumento nos ni-
veis do TBARS apés o exercicio (Figura 1). Especi-
ficamente em nosso estudo, tanto a lipoperoxidac¢io
quanto a carbonilagio de proteinas aumentaram
apds a segunda sessdo de natagdo (Figura 2).

As ERO produzidas durante os exercicios po-
dem oxidar as estruturas das protefnas e lipideos?.
Entdo, essa oxida¢io pode fazer com que os amino-
4cidos das protefnas sejam desfragmentados’. Essas
reagdes conduzem a alteragdes no funcionamento
de vidrias enzimas'®®. A oxidacio dos aminogcidos
¢é acompanhada pelo aumento relativo do nivel de
proteinas carbonis”, o qual é usualmente utilizado
como marcador de dano oxidativo. E possivel que
em individuos fisicamente ativos e adaptados a
este modelo de exercicio (treinados em piscina),
a producio das ERO induzida pelo exercicio seja
menor, ¢ a expressdo das enzimas antioxidantes
induzida pelo treinamento seja maior (esta hipétese
precisa ser confirmada), fazendo com que uma ses-
sdo de exercicio ndo altere os marcadores de dano
oxidativo. Acreditamos, ainda, que outros sistemas
de defesas enzimdticos e ndo enzimdticos possam
estar atuando neste processo.

Outro marcador importante da oxidagio da
proteinas é o conteddo de tidis total (TT). Esta
técnica verifica a quantidade de sufidrilas (SH) no
oxidadas, que estdo presentes nos aminodcidos”.
O grupo SH pode ser oxidado por radicais livres,
comprometendo o funcionamento das proteinas.
O sistema de defesa antioxidante regula o estado
redox celular dos Tiés, protegendo contra a ex-
cessiva oxida¢do. Nosso trabalho demonstrou que
o contetdo total de tidis diminui somente apds a
segunda sessdo de exercicio (Figura 3).
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Este resultado corresponde ao aumento da CP
e TBARS. No esporte de escalada indor, Maga-
lhaes e colaboradores' demonstraram diminui¢io
das protefnas sufidrilas (SH) depois do exercicio
exaustivo. O exercicio intenso provoca condi-
¢Oes isquémicas musculares que ativam a rota da
xantina oxidase, formando dcido drico. Durante
€sse processo ocorre aumento na concentra¢io de
célcio intramuscular que ativam proteases, que ao
ser oxidadas diminuem o contetdo de sufidrila®.
A quantidade de protefnas oxidadas no plasma foi
diminuida significativamente depois da segunda
sessdo de exercicio. Isto provavelmente contribui
para disfuncdes celulares como perda da atividade
catalftica, estrutural e integridade das membranas
celulares, interrompendo rotas fisiolégicas impor-
tantes. Nossos resultados estdo de acordo com ou-
tros trabalhos**!° que demonstram que o exercicio
fisico aumenta o dano oxidativo (CP e TBARS) e
diminui o conteddo de sufidrila'.

A atividade antioxidante enzimdtica da CAT
foi avaliada em eritrécitos. De acordo com os re-
sultados (Tabela 2), observamos um aumento da
atividade logo apds as duas sessdes de exercicio.
Alguns estudos tém mostrado o aumento na ativi-
dade das enzimas antioxidantes, aps um periodo
L2 porém,
outros estudos apontam para uma diminuicio®. E
provavel que resultados diferentes encontrados na
literatura sejam decorrentes das diferentes técnicas
utilizadas, da treinabilidade dos individuos ou ain-

de treinamento fisico em humanos

da, quanto ao tipo de amostra escolhida para dosa-
gem. Acreditamos que esta elevac¢io da CAT logo
apds a primeira sessdo, justifique a nio alteracio
nos marcadores de danos oxidativos. Porém, apds
a segunda sessdo, o aumento da atividade da CAT
ndo foi suficiente para proteger o dano oxidativo.

CONCLUSAO

Uma sessdo de exercicio exaustivo de natagio ndo
¢ suficiente para provocar altera¢des significativas
nos marcadores de danos oxidativos. Entretanto,
duas sessdes de nata¢io sem um tempo de recu-
peracdo adequado induzem a dano muscular e
estresse oxidativo.
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